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E’ buon esercizio giornaliero, per un ricercatore,  
scartare un’ipotesi favorita ogni giorno prima della colazione.  
Lo aiuta a mantenersi giovane. 
 
Konrad Lorenz 
 
  3 
Abstract 
 
The ability of snakes to follow pheromone trails has significant consequences for survival 
and reproduction. Of particular importance is the ability of snakes to locate conspecifics 
during the breeding season via the detection of pheromone trails. 
Sexual pheromones are important for species recognition and, thus, differences between 
snakes’ types in chemicals used in intraspecific communication could lead to reproductive 
isolation.  
The European whip snake (Hierophis viridiflavus) is a medium-sized, non venomous 
European colubrid which inhabits a great variety of environments and that is widely 
distributed throughout southwestern Europe, occurring also on most of the western 
Mediterranean islands. 
We have performed a study on the correlation in trailing behaviour between an Island 
population (Montecristo Island) and a mainland one (country near Pisa): the long lasting 
geographical isolation of the island population could have lead to a differentiation of the 
chemical systems with respect to the mainland population and, consequently, to 
reproductive isolation. 
Particularly, the aim of this study was double: to characterize the feromone-mediated 
trailing behaviour in male Hierophis viridiflavus, and to verify if behavioural pheromonally 
mediated sexual isolation exists between mainland and insular populations. Trailing 
behaviour was tested in the laboratory by using a standard Y maze experiment.  
Males displayed a trailing response to both female and male pheromone trails over blank 
controls for pheromones belonging to both populations. Males discriminated between male 
and female trails when given a choice on the Y maze for both population. Finally, our study 
snakes did not show any preference between familiar and unfamiliar pheromones. 
Our study demonstrated that, as other snake species, Hierophis viridiflavus relies on 
chemical cues for the location and the sexual discrimination of conspecifics during the 
breeding season. Furthermore, these results suggested that, despite the geographical 
isolation, the two studied populations are not characterised by different chemical 
communication systems. 
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Riassunto 
 
La capacità di seguire tracce di feromoni ha importanti implicazioni nella sopravvivenza e 
nella riproduzione nei serpenti. I serpenti utilizzano tracce rilascite sul terreno per 
localizzare conspecifici durante la stagione riproduttiva (trailing behaviour). I feromoni 
sessuali sono alla base del riconoscimento all’interno di diverse specie, quindi differenze 
nella chimica utilizzata nella comunicazione intraspecifica potrebbero portare 
all’isolamento riproduttivo. 
Il biacco maggiore (Hierophis viridiflavus) è un colubride ampiamente diffuso in Europa 
meridionale occidentale, poco studiato per gli aspetti di eco-etologia e per nulla per gli 
aspetti di ecologia chimica. È una specie ad ampia distribuzione, che occupa differenti 
tipologie di habitat, tra cui quelli insulari. Alcune popolazioni insulari, tra cui quella 
dell’Isola di Montecristo (Arcipelago Toscano), sono andate incontro ad un lungo 
isolamento geografico che potrebbe avere avuto come conseguenza lo sviluppo di differenti 
sistemi di comunicazione chimica.  
Scopo di questo lavoro è stato quello di caratterizzare, nell’ambito della medesima 
popolazione, il trailing behaviour mediato da feromoni sessuali, nei maschi durante la 
stagione riproduttiva. Abbiamo inoltre voluto esaminare come l’appartenenza a diverse 
popolazioni possa aver avuto conseguenze sulla capacità di riconoscimento fra individui 
appartenenti a popolazioni distinte. Il trailing behaviour è stato testato in laboratorio 
tramite l’utilizzo di un labirinto ad Y. I maschi di Montecristo hanno dimostrato una 
risposta di trailing nei confronti di femmine e maschi appartenenti ad entrambe le 
popolazioni quando testati davanti ad un controllo. Davanti ad una scelta fra maschi e 
femmine hanno mostrato capacità discriminativa, sia nel caso di odori continentali che di 
odori appartenenti alla popolazione insulare; infine gli individui testati non hanno mostrato 
preferenze tra odori continentali e di Montecristo quando presentati simultaneamente. In 
conclusione, il nostro studio ha dimostrato che, come in altre specie di serpenti, il biacco 
maggiore utilizza segnali chimici per la localizzazione e la discriminazione del sesso di 
conspecifici durante la stagione riproduttiva. Inoltre, questi risultati suggeriscono che, a 
dispetto dell’isolamento geografico, le due popolazioni studiate non sembrano caratterizzate 
da differenti sistemi di comunicazione chimica. 
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INTRODUZIONE 
 
1.1 Quadro generale e obiettivo di studio 
 
La selezione sessuale è uno dei meccanismi alla base del fenomeno della speciazione dovuto 
alla divergenza fra segnali emessi dal maschio e il sistema di ricezione della femmina 
(Boughman, 2001; Panhuis et al., 2001); meccanismi di riconoscimento specie-specifici 
prevengono infatti accoppiamenti fra specie diverse (ad es. Shaw e Parsons, 2002; Shine et 
al., 2002) 
I feromoni sessuali rappresentano il mezzo di interazione fra individui all’interno di molti 
taxa; nei rettili, in particolare, giocano un ruolo importante nella comunicazione 
intraspecifica (Mason, 1992) e possono variare nella composizione chimica in 
concomitanza con i cambiameneti geografici, climatici e ambientali in generale (Escobar et 
al., 2003; Aldrige et al., 2005a; Martin e Lòpez, 2006a) e con abitudini alimentari differenti 
(ad es. Martin e Lòpez, 2006b).  
Negli insetti variazioni intraspecifiche nei feromoni sessuali, tra popolazioni 
geograficamente isolate, sono comunemente osservate (ad es., il lepidottero della rapa, 
Löfstedt et al., 1986; Wu et al., 1999; ad es., la piralide del mais, Huang et al., 1998) ed a 
tali variazioni spesso segue l’isolamento sessuale (ad es., il coleottero del pino, Lanier et al., 
1972; Miller et al.,1997). É noto infatti che bastino poche variazioni nella chimica dei 
feromoni per determinare l’evoluzione di pattern comportamentali differenti anche fra 
specie strettamente correlate (Shine et al., 2002) o fra popolazioni appartenenti alla stessa 
specie (Le Master e Mason 2003; Sutton et al.,2005). L’ isolamento sessuale è possibile 
anche in caso di sintopia (Shine et al., 2002). Essendo quindi i feromoni così soggetti alle 
condizioni ecologiche, è altamente probabile che una separazione geografica a lungo 
termine fra popolazioni o specie, determini l’evolversi di diversi sistemi di comunicazione 
chimica. 
Pochi studi hanno tentato di spiegare variazioni intraspecifiche nella chimica dei feromoni 
nei vertebrati, è infatti piuttosto esiguo il numero di lavori in cui sono state confrontate 
popolazioni (Escobar et al., 2003; Le Master e Mason, 2003).  
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Popolazioni isolate di specie ad ampia distribuzione ed in particolar modo quelle che 
risiedono sulle isole, rappresentano un’ottima opportunità per studiare come i composti 
chimici ed i comportamenti ad essi associati possano variare a livello intraspecifico. 
Pressioni selettive (Mc Lennan e Ryan, 1999; Escobar et al., 2003; Le Master e Maason, 
2003) potrebbero determinare differenziazioni genetiche e causare differenze nella 
composizione chimica dei feromoni sessuali rispetto alla popolazione di origine, 
influenzando quindi l’abilità di riconoscimento reciproco. 
Il biacco maggiore (Hierophis viridiflavus) è un colubride non velenoso poco studiato 
per gli aspetti di eco-etologia e per nulla per gli aspetti di ecologia chimica; è caratterizzato 
da un forte dimorfismo sessuale (i maschi sono più grandi delle femmine) (Scali e 
Montonati, 2000) e sono noti combattimenti ritualizzati fra maschi durante la stagione 
riproduttiva (Bonnet e Naulleau, 1996; Capula et al., 1997). Nell’Italia centrale gli 
accoppiamenti avvengono fra l’inizio di Aprile e la metà di Maggio (con un picco alla fine 
di Aprile) ma non sono disponibili maggiori informazioni sulle variazioni geografiche per 
quel che rigurda la durata o il periodo degli accoppiamenti. Solitamente il biacco non forma 
aggregazioni nè in inverno nè durante la stagione riproduttiva (Capula et al., 1997). 
Possiamo quindi ipotizzare che la comunicazione chimica in questa specie diventi di 
primaria importanza durante la stagione degli accoppiamenti, quando i maschi potrebbero 
utilizzare i feromoni per localizzare conspecifici anche molto distanti. Il comportamento 
appena descritto è detto trailing behaviour e viene utilizzato dai serpenti in molti contesti 
comportamentali (Noble, 1937; Lillywhite, 1985; Andrén, 1986; Ford 1986; Mason, 1992; 
Mason et al., 1998).  
Il biacco è inoltre una specie ad ampia distribuzione, che occupa differenti tipologie di 
habitat (dal livello del mare fino ai 2000 m di altitudine), tra cui quelli insulari.  
All’interno dell’areale di distribuzione mostra un’elevata variabilità morfologica, motivo per 
cui la specie è stata oggetto di numerose revisioni tassonomiche. Ad oggi viene considerata 
una specie monotipica ma altamente polimorfica (Shätti e Vanni, 1986) sebbene sulla base 
di studi morfologici (Scali et al., 2003) e genetici (Nagy et al., 2002) sia stato proposto il 
rango di sottospecie per alcune popolazioni. Recenti studi hanno focalizzato l’attenzione 
sugli animali presenti sulle piccole isole del Mediterraneo occidentale riscontrando un forte 
dimorfismo nei confronti degli individui presenti sulla vicina penisola italiana (Fornasiero, 
2004). 
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La popolazione di biacchi presenti sull’isola di Montecristo costituisce un ottimo modello 
per uno studio intra ed interpopolazionale in quanto abita un’ambiente circoscritto (non 
influenzabile da parte di individui appartenenti ad altri gruppi) e manifesta differenze 
fenotipiche che potrebbero far pensare ad una possibile speciazione. Montecristo sembra 
essere emersa dalle acque circa 6 milioni di anni fa dopo essersi separata dalla placca 
spagnola cui faceva parte insieme con corsica e sardegna (Bossio, 2000).  
 
  
Fig. 1: dimorfismo fra il biacco di Montecristo e quello peninsulare dalla regione di Pisa 
 
Gli esmplari presenti sull’isola sono andati incontro ad un lungo isolamento geografico, 
dovuto alla storia paleogeografica, che potrebbe aver causato lo sviluppo di differenti 
sistemi di comunicazione chimica. Considerato tutto questo non sono tutt’oggi presenti 
informazioni dettagliate per quanto riguarda la biologia generale, l’ecologia e il 
comportamento di queste popolazioni isolate. 
Scopi del presente lavoro sono stati: 
1. Caratterizzare, nell’ambito della medesima popolazione, il trailing behaviour (inteso 
come capacità di seguire tracce) mediato da feromoni sessuali, nei maschi durante 
la stagione riproduttiva. 
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2. Esaminare come l’appartenenza a diverse popolazioni (Montecristo vs continentali) 
possa aver avuto conseguenze sulla capacità di riconoscimento fra individui 
appartenenti a popolazioni distinte. 
 
1.2 Specie oggetto di studio 
 
1.2.1 Presentazione generale 
CLASSE Reptilia 
 
ORDINE Crocodilia 
Rhynchocephalia 
Squamata 
Testudinata 
 
SOTTORDINE Amphisbaenia 
Sauria 
Serpentes 
 
FAMIGLIA Acrochordidae 
Aniliidae 
Anomalepididae 
Boidae 
Colubridae 
Elapidae 
Leptotyphlopidae 
Typhlopidae 
Uropeltidae 
Viperiidae 
 
GENERE Hierophis 
 
SPECIE Hierophis viridiflavus 
(Lacépède, 1789 ) 
  11 
Tra i Colubridi endemici del continente europeo il biacco maggiore (Hierophis viridiflavus) 
risulta tra i più diffusi. Sebbene il nome comune si riferisca alla scarsa appariscenza 
cromatica , tipica degli esemplari del centro-sud Italia (forma melanica), che si distinguono 
per la colorazione delle parti inferiori nere o grigie e dal dorso nero, la forma diffusa nelle 
regioni del centro e nord occidentali 
presenta le seguenti caratteristiche:  
dorso bruno scuro o nero, con numerose 
macchie gialle in disposizione variabile 
con orientamento in bande trasversali 
che nella zona caudale si definiscono in 
marcati segni longitudinali. Tale aspetto 
è particolarmente evidente negli 
esemplari adulti. Ventralmente macchie 
di piccola entità tendenti al rosso si 
evidenziano talvolta specialmente all’altezza delle squame golari su uno sfondo giallastro 
variante al verde e biancastro. 
Nelle popolazioni presenti dal 
nord-est italiano alle coste croate 
e nella svizzera meridionale si 
riscontra una terza varietà 
cromatica, definita forma 
melanotica, che differisce dalla 
melanica per l’incidenza di 
screziature gialle nella zona 
latero ventrale del capo e del 
corpo. Gli esemplari immaturi 
manifestano una colorazione corporea uniforme olivastra mentre il capo riprende le 
colorazioni gialle e nere degli adulti. 
L’aspetto corporeo appare armonioso e snello e sottende ad un apparato muscolare robusto.  
Diverse le dimensioni tra i sessi laddove i maschi risultano più grandi delle femmine in 
misura che varia a seconda delle popolazioni, seppur in media gli esemplari adulti 
Fig. 3: H.viridiflavus; pattern giallo-verde  
(foto di Fabio Pupin) 
Fig. 2: H.viridiflavus; pattern melanico (f oto di 
Fabio Pupin) 
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raggiungano lunghezze fra i 90 ed i 150 cm circa e sia stato stimato un peso di 300g per 
esemplari 130 cm ca. in buone condizioni corporee (Bruno, 1988). 
L’esame delle squame denota un minor numero di quelle ventrali negli individui di sesso 
maschile rispetto a quello femminile (l’intervallo di variabilità è di circa 180-215 per gli 
esemplari di sesso maschile e 195-220 per quelli di sesso femminile. Bruno, 1988).  
 
1.2.2 Distribuzione 
 
Il Biacco è largamente distribuito in Europa occidentale, e si trova a partire dal livello del 
mare fino a circa 2000 m di altitudine. 
In Spagna il Biacco viene ritrovato solamente sui Pirenei, e in Francia è presente 
localmente nel sud della Bretagna. Il limite settentrionale di distribuzione segue i 
dipartimenti francesi di Vendée, Maine et Loire, Sarthe, Loiret, Yonne, Aube, Marne, 
Meuse e Vosges. La specie è assente dal Massiccio Centrale e lungo il Mediterraneo, ad 
eccezione della costa orientale, dove comunque viene ritrovata solamente a quote superiori 
ai 600 m (Geniez e Cheylan, 1987); questa assenza, accompagnata da un’estrema 
rarefazione nella Liguria occidentale (Cortesogno, 1994), viene interpretata come una 
possibile conseguenza della competizione con il colubro lacertino (Malpolon monspessulanus) 
(Cortesogno, 1994; Naulleau, 1997). È presente in Corsica e sull’ Ile d’Aix. Il Biacco può 
essere inoltre ritrovato in Lussemburgo e in Svizzera nel cantone di Ginevra, nel sud delle 
Alpi, nella parte meridionale del cantone di Grigioni con la forma melanica ed è stato 
introdotto nei cantoni di Vaud e Valais. In Italia la specie è trovata nel Nord-Ovest, nelle 
regioni centrali, nelle isole di Pianosa, Gorgona, Montecristo, Capraia, Giglio, Giannutri, 
Scoglio, Elba, Sardegna, Sant’Antioco, Asinara, San Pietro, Tavolara, Caprera, Molara, 
Maddalena; la forma melanica è invece presente nel Nord-Est, nelle regioni del Sud, nelle 
isole di Sicilia, Capri, Ischia, Malta, Ustica e negli arcipelaghi delle Eolie e delle Egadi. Il 
Biacco è inoltre presente, con la forma melanotica, nel Sud-Ovest della Slovenia, in Istria, 
sulla costa settentrionale Croata e sull’isola di Otok Krk.  
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(I presenti dati sulla distribuzione sono tratti da “Atlas of Amphibians and Reptiles in 
Europe”, Societas Europaea Herpetologica, 1997). 
 
1.2.3 Cenni sistematici 
 
A partire dal lavoro di Kramer del 1971 la specie è stata oggetto di una serie di revisioni 
tassonomiche dovute all’elevata variabilità morfologica osservata nell’areale di 
distribuzione. 
Secondo Kramer (1971), esisterebbero tre distinte sottospecie, ognuna presente in 
specifiche regioni dell’areale di distribuzione: Hierophis viridiflavus viridiflavus (Lacepede, 
1789), rappresentata sui Pirenei, Francia, Centro e Ovest dell’italia peninsulare, Corsica, 
Sardegna e isole dell’arcipelago toscano, riconoscibile grazie al comune pattern giallo-nero; 
Hierophis viridiflavus carbonarius (Bonaparte, 1883) comprendente le forme melaniche della 
Svizzera meridionale, del Sud e del Nord-Est dell’Italia, dell’Istria, della Slovenia e delle 
coste croate; Hierophis viridiflavus kratzeri (Kramer, 1971) endemica dell’isola di 
Fig. 4: Distribuzione Hierophis viridiflavus 
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Montecristo. Più di recente, Shätti e Vanni (1986) suggerirono che la grande variabilità 
osservata all’interno della specie fosse dovuta all’alta variabilità fenotipica e perciò questa 
specie dovesse essere considerata monotipica; in altre parole, grazie allo studio su un 
campione di 650 animali, rappresentativi dell’intero areale, non vennero riscontrate, a 
livello morfometrico, differenze tali da giustificare la suddivisione della specie in taxa di 
rango inferiore (ad esempio sottospecie). La specie venne dunque considerata monotipica 
ma altamente polimorfica fino al 2002, quando studi genetici svolti da laboratori tedeschi 
(Nagy et al., 2002) sul DNA mitocondriale, condotti in concomitanza con studi di 
morfometria (Zuffi, 2001a; Scali et al., 2002; Corti et al., 2003), hanno identificato la 
presenza di differenze genetiche fra due popolazioni appartenenti alla specie: una distribuita 
in Francia, Svizzera ed Italia ad ovest della catena appenninica ed una orientale presente in 
Croazia ed Italia orientale a cui verrebbe assegnato il rango di sottospecie Hierophis 
viridiflavus carbonarius (Bonaparte, 1833). Il lavoro appena citato tratta in parte anche le 
popolazioni del sud interpretandoli come rettili glacialiL’interesse che in questi ultimi anni 
si è sviluppato riguardo alla tassonomia della specie in esame è evidente. Nel 2002 ulteriori 
ricerche condotte da Scali et al. hanno preso in considerazione le popolazioni di biacchi 
delle isole di Sicilia e Sardegna proponendo per entrambe il rango di sottospecie, 
rispettivamente Hierophis viridiflavus xanthurus (Rafinesque Schmaltz, 1810) e Hierophis 
viridiflavus sardus (Suckov, 1798) entrambe caratterizzate da minori valori di lunghezza 
totale e del numero di squame 
ventrali. In particolare gli esemplari 
siciliani mostrano il più basso numero 
di squame ventrali riscontrato tra le 
popolazioni italiane esaminate (con un 
intervallo di 193-199 calcolato nei 
maschi), dati confermati da studi in 
cui questi esemplari sono stati 
comparati con quelli pugliesi e 
calabresi dimostrando una relativa 
omogeneità (Zuffi et al., 2003). Studi 
ancora in corso hanno focalizzato su biacchi delle piccole isole tirreniche in quanto 
manifestano un pattern di colorazione tendenzialmente più scuro rispetto a da quello 
Fig. 5: H.viridiflavus, isola di Montecristo 
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continentale comune, lunghezza totale minore ed un maggior numero di squame ventrali 
(Zuffi, 2001a; Corti et al. 2003; Fornasiero et al., in press) 
 
1.2.4 Ecologia, biologia e comportamento 
 
Gli animali sono attivi in quei momenti che portano loro maggior beneficio, quando il cibo, 
le prede o i partner sono disponibili e le condizioni di vita non sono troppo estreme. Nelle 
regioni temperate i rettili e gli anfibi diventano inattivi quando la temperatura scende al di 
sotto di quella richiesta dall’attività metabolica. Il biacco sverna in rifugi, detti 
“hibernacola”, cui rimane legato anche per anni (Cortesogno, 1994), che solitamente 
contengono un solo esemplare seppur in letteratura siano citati casi di condivisione dello 
stesso sito da parte di più individui (Bruno, 1988) talvolta anche con specie diverse (es. 
Vipera aspis, Capula et al., 1997); è attivo per temperature che rientrano mediamente in un 
range che oscilla fra gli 8 ed i 28°C (Capula et al., 1997). Generalmente i biacchi escono 
dal riparo invernale nel mese di Marzo, quando la temperatura si mantiene tra i 15 ed i 
20°C, non sono comunque rari gli avvistamenti di biacchi anche nelle giornate più calde 
dei mesi invernali: si tratta in questo caso di uscite temporanee in cui gli individui 
termoregolano al sole non allontanandosi particolarmente dagli hibernacola (Capula et al., 
1997). Durante il periodo di attività, al contrario di quanto appena visto, studi di 
radiotracking (individui muniti di trasmittenti esterne) (Ciofi e Chelazzi, 1991, 1994) 
hanno dimostrato la capacità di effettuare spostamenti anche di molte centinaia di metri. 
Poichè ogni spostamento prevede sempre il rientro al rifugio principale, si possono calcolare 
durata e distanza raggiunta: entrambi questi parametri sembrano dipendere dallo scopo 
dello spostamento, dalla stagione e dal sesso dell’animale. I maschi risultano più mobili 
delle femmine e, nel corso della stagione degli accoppiamenti, essi percorrono distanze 
considerevoli utilizzando talvolta rifugi secondari che diventano tappa fissa nel corso degli 
anni; la durata di tali viaggi può oltrepassare il mese e la distanza massima raggiunta sfiora i 
700 m. Valori intermedi sono stati riportati al fine della cattura delle prede. Uno studio del 
1999 di Bonnet et al., riguardo il tasso di mortalità stradale nei biacchi, ha incrementato le 
conoscenze rispetto a tale argomento in quanto è dimostrato che il tasso è massimo per i 
neonati e per gli adulti durante la stagione riproduttiva: questo viene correlato alla 
dispersione postnatale (grande spostamento che causa l’attraversamento di strade) ed alla 
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necessità di ricercare siti di deposizione da parte delle femmine durante la stagione estiva, e 
potenziali partner sessuali da parte dei maschi in primavera. L’attività giornaliera del biacco 
subisce dei cambiamenti nel corso delle stagioni, dovuti ai cambiamenti di temperatura, 
tanto che nel corso della primavera e nel tardo autunno è evidente un picco di attività 
nelle ore centrali del giorno, mentre, diversamente, durante i mesi estivi, gli animali sono 
tipicamente attivi nella prima mattinata e nel tardo pomeriggio. Temperature superiori ai 
28°C inibiscono l’attività di questo animale infatti, nonostante esso prediliga generalmente 
aree calde e caratterizzate da un buon drenaggio del terreno (Scali et al., non pubblicato) 
come aridi prati cespugliosi e muretti a secco (Capula et al., 1997), sull’isola di Montecristo 
(dove la temperatura raggiunge valori piuttosto elevati) viene ritrovato spesso nei pressi 
dell’acqua; ciò potrebbe però essere spiegato anche come sfruttamento di risorse alimentari 
semplici da ottenere rappresentate da girini ed adulti di Discoglossus sardus, unico anfibio 
presente sull’ isola (Zuffi, 2001b). 
Per quanto riguarda la scelta dell’habitat il Biacco può essere considerato generalista, 
persino oppurtunista (Filippi e Luiselli, 2001): abita ambienti naturali tanto quanto quelli 
antropizzati (Heimes, 1993) preferendo zone assolate e lo si ritrova facilmente in località 
rocciose, arbustive, boscose, petrose, all’interno di ruderi e cataste di legno, su muretti a 
secco, prati, campi coltivati e giardini (Bruno, 1988; Cortesogno, 1994; Vanni, 1998); il 
rifugio invernale è invece rappresentato frequentemente da scanalature all’interno dei 
muretti a secco, cavità scavate nel 
terreno da piccoli roditori (Ciofi e 
Chelazzi, 1994) e cespugli di rovi 
(Capula et al., 1997).  
Altrettanto vario è lo spettro 
alimentare di questa specie, che 
dipende dall’età dell’individuo e dalla 
disponibilità di prede nell’ambiente. 
I neonati si cibano quasi 
eclusivamente di insetti, in particolare 
del genere Locusta, ed i subadulti di 
sauri. La dieta degli adulti si basa tanto su ectodermi quanto su endodermi (Rugiero e 
Luiselli, 1995), questi ultimi in gran parte rappresentati da topi (generi Mus Apodemus), 
Fig. 6: H.viridiflavus; cattura di una lucertola 
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arvicole (genere Microtus), ratti (genere Rattus) e persino nidiacei di passeriformi (Heimes, 
1993), 
  
seppur il biacco rappresenti l’unico serpente mediterraneo che rimane specializzato su 
lucertole: è noto che altre specie 
modifichino le loro abitudini 
alimentari con la crescita fino al 
punto di nutrirsi eslusivamente di 
micromammiferi (Capula et al., 
1997). I sauri rappresentano la 
prede maggiormente predate (in 
particolare lucertole, Podarcis 
muralis e Podarcis sicula, orbettini, 
Anguis fragilis, ramarri, Lacerta 
bilineata e luscengole, Chalcides 
chalcides) ed in letteratura sono frequentemente descritti casi di ofiofagia, sia interspecifica, 
come nel caso della Vipera comune (Vipera aspis), del colubro leopardino (Zamensis situla) e 
della natrice dal collare (Nartix natrix) che intraspecifica: il biacco è generalmente 
opportunista anche nella scelta del cibo perciò, se inserito in un terrario insieme ad un 
Fig. 7: caso di ofiofagia: H.viridiflavus vs  
Vipera aspis 
Evoluzione alimentare del 
Biacco in relazione all’età 
ed alle dimensioni degli 
individui(da Bruno, 1988, 
modificato) 
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conspecifico è altamente probabile che il più debole soccomba divenendo preda del più 
forte. 
Fra i maggiori predatori del biacco ritroviamo alcune specie di rapaci come il biancone, 
Circaetus gallicus (Bruno, 1988) e la poiana, Buteo buteo mentre sono più rari casi di 
predazione da parte i animali domestici e mammiferi carnivori. 
 
1.2.4.1 Biologia riproduttiva 
 
Tenendo conto dell’elevata variabilità dovuta alle condizioni climatiche osservate nell’area 
considerata, il periodo compreso fra l’uscita dai siti di ibernazione e la metà di giugno, 
rappresenta per il biacco la stagione dell’accoppiamento (Bruno, 1988; Heimes, 1993; 
Capula et al., 1995, 1997; Vanni, 1998). Nel corso dei campionamenti in natura, effettuati 
in questa fase, sono stati avvistati più comunemente individui di sesso maschile i quali, 
dopo aver individuato le femmine tramite segnali chimici e visivi, come nella maggior parte 
dei serpenti (Gilligham, 1979; Ford, 1986; Gilligham, 1987), si sfidano in combattimenti 
ritualizzati avvolgendo i propri corpi l’uno contro l’altro e cercando di spingere a terra la 
testa del rivale. E’ stato dimostrato che il livello plasmatico di testosterone nei maschi, 
cresce considerevolmante durante il periodo dell’accoppiamento con un picco in Aprile-
Giugno e diminuisce nei mesi successivi (Bonnet e Naulleau, 1996; Bonnet e Fornasiero 
dati non pubblicati); ciò ha portato ad ipotizzare che tale aumento potrebbe essere in 
qualche modo correlato al comportamento sessuale osservato e precedentemente descritto. 
Quasi ogni femmina in età riproduttiva si accoppia ogni anno seppur questo non implichi 
necessariamente la produzione di uova, privilegio di quegli individui che manifestano buone 
condizioni corporee (intese come massa corperea rapportata alla lunghezza dell’animale) in 
grado di sopportare la gravidanza (Capula et al., 1995). Il numero di uova prodotto da 
ciascuna femmina (clutch size) è variabile e strettamente correlato alla sua lunghezza totale 
(Capula e Luiselli, 1995; Luiselli, 1995; Capula et al., 1997) e la deposizione avviene 
all’incirca un mese dopo l’ovulazione; in particolare all’inizio del mese di giugno le femmine 
ovulano e, tenendo conto della variabilità dovuta alle condizioni climatiche e alle differenze 
in investimento riproduttivo esistenti fra diverse popolazioni, fra la fine di Giugno e la metà 
di Luglio depongono uova lunghe generalmente 28-24 mm, bianche e spesso macchiate di 
minute ornamentazioni stellate (Bruno, 1988; Heimes, 1993; Capula et al., 1995, 1997; 
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Vanni, 1998). Per quanto riguarda il sito di deposizione si ritiene che possa essere presente 
un certo grado di fedeltà e in letteratura è riportata una singola osservazione riguardante un 
sito di deposizione utilizzato da più 
femmine contemporaneamente 
(Capula e Luiselli, 1995); le 
femmine possono effettuare 
spostamenti nell’ordine di qualche 
centinaia di metri per raggiungere 
tali siti (Ciofi e Chelazzi, 1994).  
Le uova si schiudono normalmente 
fra la fine di Agosto e la metà di 
Settembre (Bruno, 1988; Heimes, 
1993; Capula et al., 1995, 1997; 
Vanni, 1998) ed i piccoli crescono di circa 10 cm durante il primo anno d’età (alla nascita 
misurano circa una ventina di cm); raggiungono la maturità sessuale non prima dei 4-5 
anni (Bruno, 1988; Vanni, 1998) e si stima che possano oltrepassare i 20 anni di età 
(Bruno, 1988; Fornasiero, Castanet, Bonnet, dati non pubblicati). 
Fig. 8: femmina di H.viridiflavus incinta 
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1.3 Chemorecezione e Comunicazione chimica 
 
Per sopravvivere in un mondo soggetto a continui cambiamenti, gli animali devono 
percepire le modificazioni dell’ambiente sia esterno che interno ed elaborare risposte 
comportamentali e fisiologiche appropriate. La capacità di percepire una variazione 
ambientale e rispondere ad essa è una proprietà fondamentale dei viventi, siano essi singole 
cellule oppure organismi pluricellulari. Mentre negli organismi unicellulari l’intero processo 
di raccolta dello stimolo-elaborazione della risposta appropriata è svolto dall’intero 
organismo, negli animali più complessi, cellule recettoriali specializzate permettono 
l’ingresso di informazioni dall’ambiente che vengono in seguito integrate dal sistema 
nervoso sotto forma di impulsi nervosi o secrezioni di ormoni, in grado di attivare muscoli, 
ghiandole ed altri organi effettori (Liem et al., 2003). 
La chemorecezione, capacità di rilevare certe sostanze presenti nell’ambiente e di 
rispondere ad esse, è un carattere universale negli animali e nei protisti: la ricerca di partner 
sessuali, il riconoscimento del territorio, la migrazione e la navigazione, si basano infatti 
frequentemente sul gusto e sull’olfatto. La maggior parte degli animali, in particolare gli 
insetti, utilizzano specifiche sostanze nella comunicazione: la vita nel nido degli imenotteri 
sociali o nel nido delle termiti è fortemente influenzata dalla rivelazione degli odori 
associati alla regina e agli altri membri del gruppo (Bagnerères et al., 2002). Diversi 
molluschi, secondo la specie, sorvegliano la chimica dell’acqua con cellule chemiosensoriali 
situate sulle branchie, sui tentacoli, nella regione orale o nella cavità del mantello dove 
l’acqua viene convogliata; il lombrico sembra essere capace di gustare, mentre scava la 
galleria, tramite cellule chemiosensoriali sparse sul corpo e concentrate vicino alla bocca 
(Mitchell et al., 2002). I sensi chimici vengono utilizzati anche nella difesa, ne 
rappresentano un esempio la produzione di odori sgradevoli o la fuga di un animale di 
fronte alla percezione dell’odore del predatore. Nel rilevare una sostanza sono implicati 
entrambi i sensi del gusto e dell’olfatto benchè le molecole recepite dall’epitelio olfattivo 
siano volatili a temperature relativamente basse e perciò vengano trasportate dall’aria 
mentre quelle recepite con il gusto si trovino solitamente sciolte in soluzione. 
Naturalmente in ambiente acquatico tutte le sostanze risultano disciolte, e nel caso di molti 
invertebrati privi di nervi olfattivi e gustativi separati non si può quindi fare distinzione fra 
gusto ed olfatto (Mitchell at al., 2002). 
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1.3.1 Comunicazione chimica e riproduzione 
 
In molti animali una delle prime tappe del processo riproduttivo è il riconoscimento della 
specie, fondamentale in quanto essi non possono permettersi di sprecare tempo ed energie 
nel tentativo di accoppiarsi con partners con cui non avrebbero alcuna probabilità di 
procreare; futili tentatitivi di accoppiamento interspecifico sono infatti spesso impediti sia 
dalla morfologia degli animali, in particolar modo degli apparati riproduttori, che da segnali 
di varia natura che, per essere efficaci, devono essere fortemente specie-specifici (Mitchell 
et al., 2002). 
I composti chimici determinano notevoli vantaggi per la vita sociale di specie animali: 
permettono agli individui di riconoscersi mutualmente nell’oscurità o quando sono nascosti 
da eventuali predatori, condizioni in cui stimoli di tipo uditivo e visivo sono difficili da 
ricevere; sono inoltre efficaci nel tempo e nello spazio, permettendo all’emettitore di 
allontanarsi dal luogo di rilascio diminuendo così il rischio predatorio ed allo stesso tempo 
consentendo al ricevente di localizzare il conspecifico seguendone le tracce chimiche 
(comportamento di trailing). Inoltre la quantità e la qualità stessa della sostanza chimica 
rilasciata possono fornire indicazioni, ad esempio, sulla condizione fisica, le dimensioni e lo 
stato riproduttivo dell’individuo (Mason et al., 1987; Mason, 1992; Le Master e Mason, 
2002; Shine et al., 2003; O’Donnell et al., 2004; Mason et al., 1990; Green e Mason 1998) 
Nei serpenti le interazioni fra individui rivestono un ruolo centrale nell’attività 
riproduttiva (Gillingham, 1987). Questa consiste di una ben precisa sequenza di 
comportamenti: ricerca del compagno, corteggiamento e copula. Questa sequenza è 
scatenata dall’utilizzo di messaggeri chimici, detti feromoni (vedi paragrafo 1.3.2), rilasciati 
dagli individui (Kubie et al., 1978; Gillingham, 1987). Per la maggior parte delle specie 
studiate questi composti sono secreti lungo la regione dorso-laterale del tronco e non sono 
volatili (vedi paragrafo 1.3.2) (Mason, 1992). La ricerca del compagno ha inizio quando 
femmine riproduttive rilasciano feromoni sul substrato muovendosi nell’ambiente (Ford, 
1986). I maschi localizzano le femmine potenzialmente attraenti seguendo le tracce di 
feromone tramite il loro sistema olfattivo (Halpern e Kubie, 1980; Ford, 1986) e, a questo 
punto, inizia la fase del corteggiamento a cui può seguire la copula. In diverse specie, le 
femmine attraenti non sono frequentemente recettive al corteggiamento da parte del 
maschio e la copula non avviene (Thamnophis sirtalis and Storeria dekayi, Noble, 1937; 
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Lamprophis fuliginosus, Walker and Ford, 1996; Nerodia sipedon, Prosser et al., 2002). 
Quando la copula ha successo il maschio deposita lo sperma nel dotto riproduttivo 
femminile.  
 
 
 
Fig. 9: corteggiamento fra biacchi 
 
1.3.2  Natura dei segnali chimici 
 
Diverse ricerche hanno documentato la diversità dei segnali utilizzati dagli animali nella 
scelta del compagno. Probabilmente, segnali visivi, come i colori delle livree che variano al 
variare del sesso e dello stato riproduttivo (Bonnaud e Boucher-Rodoni, 2002) così come 
ritualizzati patterns comportamentali, giocano un ruolo fondamentale nel riferire 
informazioni sessuali (Dugatkin e Godin, 2002); segnali uditivi vengono talvolta utilizzati 
ed è noto come i segnali chimici rivestano un ruolo preponderante nell’accoppiamento 
(Andersson, 1994), nell’orientamento verso risorse di cibo (Chiszar et al., 1990) e rifugi 
(Papi, 1982) in molti taxa animali.  
Un tipo di segnali chimici utilizzati dai vertebrati per l’orientamento sono i feromoni.  
Il termine feromone fu proposto dai biologi Peter Karlson e Adolphe Butenandt nel 1959 e 
rappresenta la fusione di due termini di origine greca, pheiren (che significa trasportare) e 
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hormon, (che significa eccitazione). I feromoni sono composti semiochimici, vettori di 
informazioni che mediano le interazioni tra organismi in un determinato ambiente 
(Regnier, 1971). Essi sono rilasciati nell’ambiente e influenzano la fisiologia ed il 
comportamento di organismi appartenenti alla stessa specie dell’emettitore (Karlson e 
Luscher, 1959) in modi che generalmente appaiono adattativi per l’emettitore stesso. I 
feromoni differiscono da allomoni e cairomoni che, al contrario, agiscono in maniera 
interspecifica. La risposta evocata da un feromone può variare con l’età, il sesso e lo stato 
fisiologico del ricevente; nel caso essa sia di tipo comportamentale e si manifesti a breve 
tempo dalla ricezione del semiochimico, il feromone viene detto releaser; quando invece la 
risposta è di tipo fisiologico e a lungo termine, il feromone è chiamato primer. Un’ulteriore 
classificazione dei feromoni è basata sulle loro caratteristiche chimiche, con particolare 
riguardo alla volatilità: essa permette ad un composto di rimanere in sospensione nel mezzo 
aereo e di diffondere dalla fonte del segnale. Questa proprietà non risulta comunque 
indispensabile alla ricezione di un messaggio chimico, in quanto una sostanza poco volatile 
può allo stesso modo essere percepita per contatto diretto dal ricevente. La natura del 
segnale chimico determina lo specifico uso di uno dei differenti sistemi chemosensoriali: 
feromoni non volatili sembrano essere correlati strettamente con l’organo vomeronasale 
(vedi paragrafo 1.3.3) e sembrano anche avere un ruolo nel rilascio di quelli volatili, con i 
quali sono associati nella sorgente odorosa  (Albone, 1984). 
Dal momento in cui venne identificato il primo feromone nel baco da seta Bombyx mori 
sono stati identificati centinaia di feromoni sessuali negli insetti (Abelson, 1985). Al 
contrario, durante lo stesso arco di tempo, sono stati portati avanti pochi studi riguardo ai 
feromoni nei vertebrati (Duvall et al., 1986); alcuni esempi sono quelli identificati nel 
maiale domestico Sus scrofa (Patterson, 1968), nel pesce rosso Carassius auratus (Stacey e 
Sorenson, 1986), nell’elefante asiatico Elaphas maximus (Rasmussen et al., 1996), nel 
tritone dal ventre di fuoco Cynops pyrrhogaster (Kikuyama et al., 1995) e nel colubride 
nordamericano Tamnophis sirtalis parietalis (Mason et al., 1989, 1990). 
La scarsità di dati sulla struttura chimica dei feromoni nei vertebrati può essere attribuita 
alla difficoltà riscontrata nel riprodurre un contesto ambientale naturale in cui operano i 
feromoni. Inoltre, molti semiochimici di vertebrati consistono di dozzine di composti che 
possono perdere la loro funzione segnale quando separati in frazioni (Albone, 1984).  
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I serpenti, così come gli insetti, utilizzano segnali chimici per ottenere informazioni 
dall’ambiente esterno ed attuano risposte comportamentali stereotipate che sono 
osservabili in laboratorio (Carpenter, 1977; Mason 1992); è così possibile creare un disegno 
sperimentale che permetta di isolare i feromoni (Green e Mason, 1998; Mason, 1992). 
Conoscenze specifiche riguardo ai feromoni nei serpenti rimangono comunque tutt’ora 
piuttosto poche, e ci sono evidenze che i lipidi ne rappresentino la fonte maggiore (Mason, 
1992; Mason, 1993; Cooper, 1994). Secondo Graves (1986) e Maderson (1986) nel 
tegumento di tutti gli amnioti esistenti sono presenti composti semiochimici in diversa 
concentrazione. Tutti i vertebrati evoluti possiedono un tessuto corneo che contiene lipidi, 
sia a livello intracellulere che extracellulare, utili ad evitare un’eccessiva perdita d’acqua 
dalla superficie. Ciò è stato riscontrato in diverse specie di rettili squamati e diversi studi 
hanno identificato lipidi nella pelle dei serpenti e come prodotti di ghiandole localizzate 
come quella femorale e pre-cloacale di molte lucertole e anfisbenidi (Alberts, 1993; 
Antoniazzi et al., 1994) o cloacale di alcuni squamati (Cooper and Trauth, 1992). 
Ahern e Downing (1974) e Schell e Weldon (1985) per primi, isolarono ed identificarono 
lunghe catene di metilchetoni nell’epidermide di due colubridi, Lampropeltis g. getulus e 
Drymarchon corais; in quest’ultimo in particolare, vennero ritrovati metilchetoni saturi e 
monosaturi e riscontrato che metilchetoni insaturi contenevano doppi legami in una 
posizione precisa e costante all’interno della specie. Fu interessante la scoperta di Mason et 
al. (1989, 1990) che, studiando il Tamnophis sirtalis parietalis, colubride nordamericano, 
osservarono la presenza di tali doppi legami in metilchetoni insaturi isolati seppur in una 
differente posizione. Allo stesso modo, studi su un’altra specie di colubride, il Boiga 
irregularis, dimostrarono la presenza di metilchetoni saturi, monosaturi e diinsaturi (Murata 
et al., 1991) mentre non venne riscontrata la presenza di metilchetoni nell’epidermide di 
un boide nè in quella di tre viperidi studiati (Mason, 1993). Da questi dati è emerso che la 
presenza di metilchetoni sembri limitata ai colubridi, inoltre è stato ipotizzato che, a causa 
delle loro proprietà semiochimiche, variazioni nella lunghezza delle catene e nella posizione 
e geometria dei doppi legami possano contenere informazioni specie-specifiche. 
I feromoni, sequestrati nella pelle, mediano il comportamento di trailing (vedi 
paragrafo1.3.1) in diverse specie di serpenti; questo è reso possibile grazie al rilascio dei 
lipidi sul substrato (Noble, 1937) che fungono da traccia per conspecifici che 
successivamente percorreranno la stessa strada. Que
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individui nella localizzazione di potenziali partner durante la stagione dell’accoppiamento 
(Ford 1986; Mason 1992; Mason 1998). 
 
1.3.3 Chemorecezione negli squamati 
 
1.3.3.1 Tongue flicking ed Organo Vomeronasale  
 
Il tongue flicking è descritto come una protrusione della lingua fuori dalla bocca e diretta 
verso il suolo che viene poi riportata rapidamente indietro e verso l’alto (Gove, 1979). 
Questo atteggiamento può essere diviso in due stadi: una prima fase di campionamento 
(protrusione e oscillazione della lingua e captazione dei segnali 
chimici) ed una seconda fase di analisi che comporta la 
deposizione dei composti chhimici campionati all’interno della 
cavità orale per l’analisi da parte dell’organo vomeronasale 
(Schwenk, 2005). 
La conoscenza del tongue flicking negli squamati risale al tempo 
degli antichi greci che proposero una varietà di spiegazioni a 
questo fenomeno quali, ad esempio, la pulizia delle cavità nasali 
o la cattura degli insetti. Agli inizi del novecento la maggior 
parte degli studiosi si è trovata d’accordo sul ritenere il tongue 
flicking un ulteriore mezzo utile a raffinare il senso del tatto 
negli squamati (Klauber, 1972); seppur plausibile, questa 
spiegazione dovette soccombere davanti agli eleganti esperimenti condotti durante gli anni 
1920-1930 da scienziati tedeschi e nord-americani che dimostrarono una stretta 
connessione fra il tongue flicking e la stimolazione dell’organo vomeronasale (insieme detti 
sistema vomeronasale) (Burghardt, 1970). Venne così stabilito il sorprendente ruolo 
rivestito dalla lingua nella chemorecezione. Il sistema vomeronasale, insieme con un 
sistema olfattivo e gustativo ben sviluppati, rappresenta un complemento integrante del 
sistema sensoriale dei vertebrati (Halpern, 1992) e, benchè oggigiorno si conosca ancora 
poco riguardo all’interazione di questi sensi, è stabilita l’importanza dei sensi chimici 
nell’ecologia degli squamati e la diversità dei comportamenti in cui questi giocano un ruolo 
critico. 
Fig. 10:Natrice dal 
collare (Natrix natrix): 
protrusione della lingua 
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Due sono le questioni aperte rispetto allo studio dell’integrazione sensoriale negli squamati: 
la comprensione del dominio funzionale dei differenti sensi chimici (Graves, 1993) e la loro 
interazione con gli altri sistemi sensoriali nel mediare specifici pattern comportamentali. 
Studi di Halpern e collaboratori sul genere Thamnophis in cui l’organo vomeronasale e il 
sistema olfattivo venivano selettivamente bloccati, dimostrarono il ruolo del sistema 
vomeronasale nel corteggiamento, nell’accoppiamento, nella cattura delle prede, nella 
nutrizione e nell’aggregazione. Tuttavia è necessario considerare il fatto che i serpenti sono 
specialisti nell’uso dell’organo vomeronasale e che quindi questi risultati potrebbero non 
essere generalizzabili all’intero ordine Squamata (Schwenk, 1993a).  
 Successivi studi su alcune specie di lucertole confermano la priorità dell’ organo 
vomeronasale su gusto ed olfatto, almeno rispetto alla ricerca del cibo (Graves and 
Halpern, 1990; Cooper and Alberts, 1991), corroborando la nozione classica che assegna 
all’olfatto un ruolo secondario come scatenante il tongue flicking e la conseguente 
eccitazione dell’organo vomeronasale (Ipotesi di Cowles e Phelant) (Cowles e Phelant, 
1958). Rimangono comunque evidenze che indicano la predominanza dell’olfatto in alcuni 
comportamenti all’interno di alcuni gruppi di squamati (Schwenk, 1993a) mentre il ruolo 
del gusto risulta al momento meno esplorato. 
La complessità dell’attivazione simultanea dell’intero complesso sensoriale è stata studiata 
da Noble e colleghi (Burghardt, 1970) sul serpente a sonagli (Crotalus) e da questo studio è 
emerso che segnali visivi e termici presentavano maggior rilievo nel provocare un attacco 
rispetto al sistema vomeronasale, mentre segnali chimici erano determinanti nei 
comportamenti antecedenti e successivi all’attacco (Kardong, 1992; Hayes e Duvall, 1991). 
Alla base di questa integrazione sta l’attivazione di diverse parti del sistema nervoso 
centrale fra cui l’amigdala e gruppi di nuclei della base dell’encefalo degli squamati, centri 
di integrazione sia fra i sensi chimici nasali (sia vomeronasale che olfattivo) che fra questi e 
gli altri sensi che determinano uscite motorie. Il ruolo della chemorecezione in molti 
comportamenti sociali e di ricerca del cibo è stato dimostrato tramite ricerche di 
laboratorio, come visto in precedenza, e confermato grazie all’osservazione del tongue 
flicking in natura, essendo tale comportamento facilmente quantificabile ed ubiquitario 
(Pedersen, 1992). Il tasso ed il pattern di tongue flicking negli Squamati può essere infatti 
modificato di conseguenza al contesto chimico (Kubie e Halpern, 1978; Cooper e Vitt, 
1984; Halpern et al., 1997); la misura del tasso di tongue-flicks è stata largamente utilizzata 
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all’interno di lavori in cui veniva osservata la risposta ad un feromone (Mason et al., 1990; 
Mason, 1993) o a odori appartenenti alle prede, in quanto tale controllo permette di testare 
i sisitemi chemosensoriali evitando l’uso di tecniche invasive spesso inattuabili a causa dei 
problemi pratici ed etici ad esse connessi. 
 
1.3.3.2 Morfologia e funzione del sistema vomeronasale  
  
 1.3.3.2.1 La lingua 
 
La lingua è una complessa struttura muscolare che si presenta superficialmente ed 
istologicamente molto variabile (Schwenk, 1988). Questa contiene sia fibre muscolari che 
originano e si inseriscono interamente all’interno della lingua stessa sia fibre che originano 
dagli elementi scheletrici della mandibola e dell’apparato iomandibolare (una struttura 
scheletrica che supporta la lingua  e la muscolatura della gola nella maggior parte dei 
vertebrati tetrapodi e che è derivata dalle ossa delle branchie). Nella maggior parte delle 
specie il corpo muscolare della lingua è sostenuto dal bastoncello anteromediale 
dell’apparato iobranchiale, mentre nei serpenti e in alcune lucertole è libero di muoversi. 
La muscolatura complessa e la mancanza di un supporto scheletrico rigido danno alla 
lingua proprietà biomeccaniche uniche. Strutture che manifestano caratteristiche di questo 
tipo sono stati chiamate “idrostati muscolari” in quanto utilizzano la contrazione muscolare 
e l’impossibilità di comprimere il liquido cellulare per ottenere il movimento (Smith e Kier, 
1989). Il tongue flicking coinvolge evidentemente questo allungamento idrostatico piuttosto 
che un movimento di tutta la lingua (Schwenk, 1993b). Il preciso meccanismo tramite cui 
la lingua riesca a raccogliere le sostenza chimiche rimane misterioso, ma microscopici pori e 
faccette sulla superficie della punta della lingua sembrano essere implicati (Mao et al., 
1991).  
Per quanto riguarda le funzioni della lingua negli squamati, alcuni autori ritengono che essa 
sia essenziale nella clinotassia e nella tropotassia (Schwenk, 1994). La prima coinvolge la 
comparazione di stimoli successivi ricevuti da punti disparati nell’ambiente, la tropotassia si 
basa invece sul confronto di stimoli differenti simultaneamente capatati su due lati 
differenti del corpo. La clinotassia è comune nella chemorecezione, invece la tropotassia è 
teoricamente possibile solo quando il gradiente chimico è abbastanza ripido: in questo 
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modo le parti del corpo vengono stimolate da segnali di intensità differenti (Fraenkel e 
Gunn, 1961) che vengono in seguito integrate a livello del Sistema Nervoso Centrale 
(come avviene per stimoli sonori in arrivo agli organi uditivi pari, Knudsen e Konishi, 
1979). Per un serpente o un sauro l’uso della tropotassi è quindi possibile se l’animale è 
capace di percepire simultaneamente uno stimolo chimico da due regioni diverse. La lingua 
biforcuta rappresenta la risposta a questa necessità. Inoltre la distanza fra i punti di 
campionamento dipende direttamente dalla profondità della biforcazione, dalle dimensioni 
della lingua e dall’angolo di separazione fra le due punte. Quest’ultimo fattore, in alcune 
specie di serpenti, varanidi, lucertole e anfisbenidi è considerevole eccedendo in larghezza 
persino la testa (Ford, 1986). 
Gli squamati che posseggono una lingua poco biforcuta utilizzano unicamente la clinotassia,  
infatti questa è caratterizzata da movimenti ad ampio raggio che definiscono 
sequenzialmente la fonte del segnale chimico: una serie di tongue flicks orientati in direzioni 
diverse permettono di ottenere informazioni dall’ambiente circostante (Fraenkel e Gunn, 
1961). Questo atteggiamento è riscontrabile anche in quegli squamati dotati di una 
profonda biforcazione seppur essi utilizzino anche la tropotassia: in questo caso la lingua 
permette all’individuo di verificare un gradiente con un singolo tongue flick e di dirigersi 
immediatamente verso la fonte del segnale. Ciò è utile in particolar modo nel caso di fonti 
chimiche circoscritte quali tracce di feromoni. La lingua biforcuta potrebbe aiutare a 
delimitare l’impronta chimica che verrebbe seguita con minime deviazioni (Schwenk, 
1994). 
 
 
Fig. 11: variazioni nella forma nella punta della lingua in diversi gruppi di squamati. A partire da 
sinistra: Iguania; Gekkonidae;Teiidae; Lacertidae; Amphisbaenia; Scincidae; Anguidae; Varanidae. 
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Il senso adattativo di questa particolare forma potrebbe essere ritrovato nel comportamento 
predatorio. I predatori ad ampio raggio, che ricercano attivamente la preda spostandosi 
nell’ambiente, potrebbero trarre profitto seguendo tracce: il vantaggio risiederebbe nel 
limitare la spesa energetica seguendo un percorso rettilineo privo di possibili errori di rotta. 
Diversamente, in predatori “passivi” la clinotassi dovrebbe essere sufficiente per localizzare un 
buon sito per l’imboscata (Estes et al.,1988). 
 
1.3.3.2.2 L’ organo vomeronasale 
 
All’interno del naso degli squamati risiedono due recettori chimici sensoriali, il sistema nasale 
olfattivo e il sistema vomeronasale (Halpern, 1992); il primo è costituito da un epitelio 
olfattivo sensoriale che risiede nelle cavità nasali pari, il secondo da un epitelio vomeronasale 
sensoriale situato negli organi vomeronasali pari. 
 
 
Fig. 12: relazione anatomica fra cavità nasali ed organovomeronasale 
     
L’aria viene inspirata all’interno delle cavità nasali tramite le narici esterne ed esce nella faringe 
tramite le narici interne poste sul palato posteriore.  
L’organo vomeronasale si sviluppa durante l’embriogenesi come un diverticolo nasale, ma 
negli squamati si isola dalla cavità nasale. Ogni organo risiede in posizione ventromediale 
rispetto all’adiacente cavità nasale e forma una sfera con la faccia anteromediale inviginata da 
una struttura cartilaginea detta mushroom body. Il lume si apre tramite uno stretto dotto 
vomeronasale direttamente nella cavità orale attraverso due piccole aperture nel palato, le 
cosiddette finestre vomeronasali che si aprono anteriormente alle narici interne. Lo spesso 
epitelio sensoriale risiede dorsalmente e le sue fibre nervose proiettano, tramite il nervo 
olfattivo accessorio, al bulbo olfattivo accessorio che presenta   aree di proiezione cerebrale 
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distinte da quelle del bulbo olfattivo primario. I neuroni 
recettoriali dell’organo vomeronasale sono simili a quelli 
olfattivi, con la differenza che le ciglia sono sostituite da 
microvilli. Stimoli chimici sono trasportati alle finestre 
vomeronasali durante il tongue flicking, sia grazie alla lingua 
biforcuta, sia tramite l’elevazione e l’apposizione delle pliche 
sublinguali dopo che sono state strofinate dalla lingua. 
Quest’ultime sono estroflessioni del pavimento della bocca 
che contengono le ghiandole salivari sublinguali (Schwenk, 
1988).  
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 14: meccanismo tramite cui i serpenti trasportano  
le molecule all’organo vomeronasale  
tramite il tongue flicking    
 
 
 
 
Fig. 13: finestre vomeronasali 
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MATERIALI E METODI 
 
2.1 Popolazioni studiate ed aree di campionamento 
 
 Tra la fine di Marzo e la seconda metà di Aprile 2006, all’inizio della stagione riproduttiva, 
sono stati catturati complessivamente 38 esemplari adulti di Biacco maggiore, Hierophis 
viridiflavus, in due siti distinti. In particolare 12 maschi ed otto femmine sono stati catturati 
sull’isola di Montecristo, nel Parco Nazionale dell’Arcipelago Toscano; 13 maschi e cinque 
femmine sono stati invece prelevati dalla zona di confine del Parco Naturale Regionale di 
Migliarino-SanRossore-Massaciuccoli in provincia di Pisa. 
 
2.1.1  Aree di campionamento  
 
2.1.1.1 Isola di Montecristo 
 
Di natura granitica e con un’estensione di circa 10 Km2, l’isola si sviluppa lungo la costa per 
16 Km; dista circa 45 Km dall’Elba e 63 Km dall’Argentario (42°20’ Latitudine Nord-10°18’ 
Longitudine Est). L’isola è emersa dal mare circa 7,5 milioni di anni fa e non è mai stata in 
contatto con la terraferma (Bossio et al. 2000). È stata dichiarata Riserva Naturale 
Integrale nel 1988 e pertanto l’accesso è strettamente regolamentato ed ammesso quasi 
esclusivamente per scopi scientifici. Il clima è di tipo mediterraneo, con inverno mite ed 
abbastanza piovoso ed estate moderatamente calda e piuttosto secca, ma con un’elevata 
umidità atmosferica. L’isola presenta coste dirupate e l’unico approdo è in Cala Maestra, 
esposta, come suggerisce il nome, a Nord-Ovest ed è percorsa da una piccola catena 
montuosa che ha tre vette principali: il Monte della Fortezza, la più elevata, di quota 645 m 
s.l.m., Cima di Colle Fondo (621 m s.l.m.) e Cima dei Lecci (563 m s.l.m.). 
La vegetazione di Montecristo ha subito gravi alterazioni nel corso dei secoli a causa 
soprattutto dello sfruttamento antropico: essa doveva essere originariamente costituita da 
una fitta macchia mediterranea dominata, almeno nella fascia più elevata, dal leccio 
(Quercus ilex). I lecci rimasti oggi sono soltanto qualche decina, siti in prossimità del Colle 
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dei Lecci; il loro rinnovo naturale è praticamente impedito dal numero eccessivo di capre e 
conigli selvatici che distruggono le ghiande e le giovani plantule. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tra le specie animali presenti sull’isola, la più nota è la capra selvatica (Capra aegagrus 
hircus), introdotta si pensa attorno al 6000 A.C. e perfettamente naturalizzata. La 
popolazione attuale è comunque il risultato di ibridazione con capre di altra provenienza. 
Altri Mammiferi presenti sono il coniglio selvatico (Oryctolagus cuniculus) ed il dannoso 
ratto bruno (Rattus rattus), la cui popolazione pare comunque in declino. L’unico anfibio 
presente è il discoglosso sardo (Discoglossus sardus), mentre tra i Rettili si trovano la 
lucertola campestre (Podarcis sicula calabresiae), il biacco (Hierophis viridiflavus) e la vipera 
comune (Vipera hugyi). Quest’ultima era, fino a qualche anno fa, ritenuta appartenente ad 
una sottospecie endemica dell’isola (V. aspis montecristi) (Mertens, 1956) ma oggi la si 
ritiene affine alla forma caratteristica del Meridione d’Italia, di recente elevata a rango 
specifico (V. hugyi) (Zuffi, 2002). Si pensa che la vipera sia stata introdotta sull’isola 
all’epoca dei Greci, oppure dei Romani, oppure dagli stessi monaci che la abitarono nel V 
secolo D.C. L’isola è comunque famosa soprattutto per l’avifauna: le isole toscane sono 
infatti un grande ponte migratorio tra l’Europa centrosettentrionale ed il continente 
africano. Nelle stagioni di passo è facile osservare voli di molteplici specie e non è raro 
rinvenire molti esemplari giunti stremati sull’isola e morti per mancanza di cibo. Tra gli 
uccelli che si riproducono su Montecristo sono senz’altro da nominare il gabbiano corso 
Fig. 15: Montecristo: Cala Maestra e la Valle dei Lecci (indicata dalla freccia). 
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(Larus audouinii), il falco pellegrino (Falco peregrinus), il gheppio (Falco tinnuculus), l’assiolo 
(Otus scops) e, forse, l’aquila del Bonelli (Hieraaetus fasciatus), nonché la magnanina (Sylvia 
undata), il pigliamosche (Muscicapa striata) e l’occhiocotto (Sylvia melanocephala). 
 
2.1.1.2 Parco di Migliarino-SanRossore-Massaciuccoli 
 
Il territorio del Parco si estende per circa 240 Km2 sulla fascia costiera delle province di Pisa 
e Lucca, in particolare dalla periferia settentrionale di Viareggio (LU) al canale Scolmatore 
che segna il confine tra le province di Pisa e Livorno. Il Parco si estende inoltre all’interno 
fino alla base delle Alpi Apuane, a comprendere l’area del lago di Massaciuccoli. L’area 
interessata dal Parco era anticamente lagunare e paludosa, e numerose bonifiche, per 
colmata e tramite pompaggio, hanno dato al Parco il suo attuale assetto idrico, 
caratterizzato dalla presenza di numerosi canali artificiali ad andamento rettilineo. 
Il clima è di tipo mediterraneo umido, con una notevole escursione termica tra inverno ed 
estate: la temperatura media annua è intorno ai 15°C, la massima media 33°C e la minima 
media -2°C. La piovosità annuale è di circa 900 mm, con picchi in autunno e in primavera. 
Le nostre ricerche all’interno del Parco hanno interessato un’area, denominata “Lamone”, 
sita presso la località Arnino, all’interno della Tenuta di Tombolo. La Tenuta si trova circa 
10 Km a Sud-Ovest dalla città di Pisa e 2 Km circa a est della costa Tirrenica (43°39’45’’ 
Latitudine Nord-10°17’30’’ Longitudine Est). La zona di studio è rappresentata da una 
fascia ecotonale di transizione tra un ambiente di tipo boscoso ed un’ampia radura erbosa 
situata su quella che anticamente doveva essere una duna, ora completamente spianata. 
Questa striscia è separata dalla strada da un canale temporaneo completamente secco nel 
periodo estivo, ed è suddivisa in tre parti da altri due canali, per una lunghezza complessiva 
di circa 1,5 Km.  
Nell’area di studio è presente una notevole varietà di specie animali. Tra i Mammiferi di 
piccola taglia abbondano i Roditori quali il topolino selvatico (Apodemus sylvaticus), il topo 
domestico (Mus musculus), lo scoiattolo (Sciurus vulgaris), il coniglio selvatico (Oryctolagus 
cuniculus), il moscardino (Muscardinus avellenarius) ed il ghiro (Glis glis). Tra gli Insettivori 
si possono incontrare il riccio (Erinaceus europaeus) ed il toporagno comune (Sorex araneus), 
mentre tra i mammiferi di maggiori dimensioni i più comuni sono senz’altro il daino (Dama 
dama), il cinghiale (Sus scrofa) e la volpe rossa (Vulpes vulpes). Per quel che riguarda 
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l’avifauna, escludendo le numerosissime specie migratrici che ogni anno popolano il Parco, 
in ambiente boscoso abbondano il picchio verde (Picus viridis), il picchio rosso maggiore 
(Picoides major), il colombaccio (Colomba palumbus) e la beccaccia (Scolopax rusticola), 
mentre negli spazi più aperti è facile incontrare la cornacchia grigia (Corvus corone cornix), 
lo storno (Sturnus vulgaris) e la poiana (Buteo buteo). Sono presenti anche rapaci notturni 
quali la civetta (Athene noctua) e l’allocco (Strix aluco). Per quel che riguarda l’erpetofauna, 
tra i Rettili i più comuni sono la lucertola muraiola (Podarcis muralis), la lucertola 
campestre (Podarcis sicula), il ramarro (Lacerta bilineata), la vipera comune (Vipera aspis 
francisciredi), il biacco (Hierophis viridiflavus) e la natrice dal collare (Natrix natrix). Più rari 
ma comunque presenti sono il saettone (Zamenis longissimus), il colubro liscio (Coronella 
austriaca) e, nei canali, la testuggine palustre (Emys orbicularis). Gli Anfibi più comuni sono 
la rana verde (Rana kl hispanica, una volta ritenuta R. synkl “esculenta”, ma di recente da 
essa distinta a seguito di analisi morfometriche ed elettroforetiche), la rana agile (Rana 
dalmatina), la raganella (Hyla intermedia), il rospo smeraldino (Bufo viridis), il tritone 
punteggiato (Triturus vulgaris) ed il tritone crestato (Triturus carnifex). 
 
 
Fig. 16: Zona di  cattura nel sito di Lamone nel  Parco di Migliarino-San Rossore-Massaciuccoli 
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2.1.2 Metodi di Cattura e Marcatura 
 
Gli animali sono stati prelevati dai loro siti naturali tramite il metodo del random walk: 
durante le ore di massima attività degli animali l’osservatore camminava mantenendo un 
andamento leggero sul terreno e facendo attenzione ai siti preferibilmente frequentati dagli 
individui. Avvistato l’animale, o comunque in caso di rumori o movimenti che ne 
dimostrassero la presenza, esso veniva bloccato con il piede e successivamente catturato a 
mano. Qualora l’animale venisse avvistato direttamente su muretti a secco o all’interno di 
cespugli, la cattura avveniva direttamente a mano.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 17: “Random Walk” nella località di Lamone (Parco di Migliarino San Rossore Massaciuccoli); 
Aprile 2006 
 
A protezione dai morsi, innocui ma dolorosi, rilasciati frequentemente dagli animali, è 
consigliabile utilizzare resistenti guanti da lavoro. 
Nei momenti immediatamente successivi alla cattura, per ogni esemplare sono stati 
annotati il sesso (i maschi differiscono dalle femmine nella morfologia della coda, la cui 
base ha maggiori dimensioni nei primi a seguito della presenza degli emipeni), l’ora, il 
giorno e la precisa zona di cattura all’interno dello specifico sito, quest’ultima utile nel 
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momento in cui, terminati gli esperimenti, gli animali sono stati rilasciati. In questo 
contesto, come verrà descritto in seguito, sono 
stati inoltre prelevati gli odori cutanei. 
Il passo successivo consisteva nell’assegnazione 
di un numero che identificava l’animale e che 
veniva annotato anche sul sacco in cotone in 
cui esso veniva inserito. Una volta trasportati in 
laboratorio, per ogni individuo sono stati 
misurati la lunghezza dell’animale a partire 
dall’apice del muso fino all’apertura della cloaca 
(SVL ovvero snout-to-vent length), ed il peso 
tramite una bilancia elettronica (precisione 0,1 g PESOLA da 500g). 
 Successivamente è stata effettuata la marcatura con il metodo dello “scale clipping”: questo 
consiste nell’ asportare piccole porzioni di alcune squame ventrali con una tronchesina per 
unghie od una forbicina. Il sistema è utilizzato a livello internazionale e prevede che le 
squame ventrali siano numerate in maniera progressiva a partire dalla squama anale: le 
prime 9 rappresentano le unità, le 9 seguenti le decine e così via; all’individuo numero 25, 
ad esempio, verranno tagliate parti della quinta e della undicesima squama ventrale. Per la 
marcatura dalla squama vengono asportati due triangoli di tessuto, uno per ciascun lato. 
 
 
30 20 10 9  8  7  6  5  4  3  2  1
 
Fig. 19: metodo dello scale clipping 
 
Fig. 18: morso di un biacco catturato; 
gli occhi opachi sono tipici dell’esemplare 
in muta 
  37 
Infine, ogni serpente è stato alloggiato in un terrario, separato dagli altri per sesso e per 
popolazione di appartenenza (così da evitare possibili contatti e quindi contaminazioni di 
odori, che avrebbero potuto influire sulla nostra ricerca). Gli animali sono stati mantenuti 
in condizioni naturali di luce e temperatura ed alimentati con prede catturate nel sito di 
campionamento al fine di evitare modifiche nella dieta che avrebbero potuto avere 
conseguenze sulla fisiologia dell’animale e quindi sulla produzione dei feromoni. 
 
2.2 Trials comportamentali 
 
2.2.1  Labirinto ad “Y” 
 
Gli esperimenti sono stati condotti tramite l’utilizzo di un labirinto ad Y di rame (un 
metallo, quindi non assorbe odori) costituito da tre rami a sezione semicircolare (un ramo 
di partenza e due rami di arrivo separati da un angolo di 90°) della lunghezza di 80 cm 
ciascuno e del diametro di circa 6 cm collegati fra loro tramite un giunto. Al termine di 
ciascun ramo veniva collegato un terrario di plastica (44x25x16 cm) atto ad accogliere 
l’animale testato. La struttura, durante i trials, veniva ricoperta completamente da lastre di 
vetro con il duplice scopo di permettere l’osservazione allo sperimentatore ed impedire la 
fuga dell’animale. L’intero labirinto è stato ideato in modo tale da poter essere smontato 
completamente al termine di ogni trial: per evitare che residui dell’odore utilizzato (vedi 
paragrafo successivo), permanendo sul labirinto, influenzassero l’esperimento successivo, 
ogni elemento costitutivo della struttura veniva dapprima lavato in acqua bollente e 
successivamente passato in pentano, un solvente che elimina quindi le molecole presenti ed 
evapora poi completamente non lasciando residui. 
Ogni trial è stato filmato tramite l’utilizzo di una web-cam (Logitech, 4.0) diretta sul giunto.  
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Fig. 20: Labirinto ad Y 
 
 
           
Fig. 21: biacco all'interno del terrario di arrivo di destra. 
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2.2.2  Collezione dei feromoni e disegno sperimentale 
 
I feromoni sono stati raccolti immediatamente dopo la cattura degli animali tramite 
l’utilizzo di strisce di carta da filtro precedentemente tagliate e trattate con pentano. 
Ciascuna striscia è stata delicatamente strofinata sulla superficie dorso-laterale dell’animale 
facendo attenzione ad evitare eventuale contaminazione da parte di feci e secreti cloacali, 
infine veniva inserita in carta stagnola. Ogni campione era mantenuto in freezer a –20°C 
fino all’utilizzo. 
  
   
 
F ig. 22: Raccolta  dei feromoni nella zona di Lamone (Parco di Migliarino-San Rossore-Massaciuccoli): 
tramite l’utilizzo di una striscia di carta da filtro e di  un tampone di cotone idrofilo sterile.  
 
Inizialmente abbiamo voluto caratterizzare, nell’ambito della medesima popolazione, 
il trailing behaviour mediato da feromoni sessuali, nei 12 maschi di Montecristo durante la 
stagione riproduttiva. Abbiamo quindi testato la loro abilità nel: 
1a) seguire feromoni di maschi appartenenti alla propria popolazione quando presentati 
simultaneamente ad un controllo 
1b) seguire feromoni di femmine appartenenti alla propria popolazione quando presentati 
simultaneamente ad un controllo 
1c) seguire feromoni di femmine appartenenti alla propria popolazione quando presentati 
simultaneamente a feromoni di maschi appartenenti alla propria popolazione 
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Al fine di valutare la capacità dei maschi di Montecristo nel seguire tracce di 
feromoni appartenenti ad animali della popolazione continentale è stato in seguito 
condotto un secondo gruppo di esperimenti in cui sono stati presentati loro: 
2a) feromoni di maschi continentali simultaneamente ad un  controllo 
2b) feromoni di femmine continentali simultaneamente ad un controllo 
2c) feromoni di maschi continentali simultaneamente a feromoni di femmine continentali 
Infine, i 12 animali sperimentali sono stati testati in modo da verificare la loro 
capacità di discriminare fra odori appartenenti alla propria popolazione e odori  della 
popolazione”sconosciuta”; per fare ciò sono stati inseriti nel labirinto: 
3a) feromoni di femmine appartenenti alla propria popolazione simultaneamente a 
feromoni di femmine continentali 
3b) feromoni appartenenti a maschi della propria popolazione simultaneamente a feromoni 
di maschi continentali 
Un test di controllo, in cui entrambi i rami del labirinto venivano presentati privi di odore, 
è stato effettuato in modo da verificare che non fosse presente alcuna tendenza a scegliere 
un determinato ramo quando non era presente alcuno stimolo. 
 Tutti i trials sono stati condotti durante le ore del giorno in cui gli animali sono 
normalmente attivi nella stagione considerata (fra le 09:00 e le 17:00), alla temperatura 
costante di 25°C (ottenuta tramite impianto di aria condizionata) ed in condizioni di luce 
artificiale non direzionale.  
Ogni animale è stato testato non più di una volta al giorno e dopo un periodo di almeno 5 
minuti in cui veniva lasciato ad acclimatare in condizioni di assoluta tranquillità all’interno 
del terrario di partenza. Quando l’esperimento aveva inizio, il ramo veniva inserito nel 
terrario e il tutto veniva ricoperto dalle lastre di vetro.  
I feromoni per il trailing behaviour sono stati scelti casualmente seppur facendo attenzione 
ad evitare possibili ripetizioni: nessun animale è mai stato testato più di una volta con lo 
stesso odore né con il proprio odore. Altrettanto casuale era la scelta iniziale per il ramo 
che avrebbe contenuto l’odore; proseguendo con gli esperimenti si alternava poi il ramo 
destro con quello sinistro. Le strisce di carta da filtro venivano dunque prelevate dal freezer 
e posizionate sulla superficie del labirinto.  
Quando si testava il riconoscimento di un odore rispetto ad un controllo, onde evitare 
l’influenza di possibili cues visive, anche il secondo era costituito da una striscia di carta da 
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filtro precedentemente trattata con pentano; entrambe le tracce terminavano nel giunto 
(zona effettiva di scelta da parte dell’animale).  
Quando si testava la scelta fra due differenti stimoli, le strisce percorrevano il ramo di 
partenza l’una accanto all’altra, longitudinalmente, incrociandosi poi nel giunto e 
proseguendo separatamente nei 2 distinti rami di arrivo. In questo modo si dava 
opportunità all’animale di incontrare entrambi gli odori prima di arrivare al giunto dove 
avrebbe effettuato la scelta.  
 
  
Fig. 23: posizione delle strisce contenenti odore sul labirinto 
 
L’esperimento veniva considerato valido quando si verificavano entrambe le seguenti 
condizioni: 
1. l’animale testato entrava spontaneamente nel labirinto entro 30 min 
dall’inserimento del terrario di partenza nel ramo. Se avessimo infatti  introdotto 
manualmente l’animale nel labirinto, esso avrebbe manifestato una immediata 
reazione di fuga,  per cui non avremmo assistito ad alcuna scelta odorosa: il serpente 
avrebbe percorso i rami velocemente, senza badare agli stimoli posizionati dallo 
sperimentatore, e avrebbe raggiunto in maniera casuale uno dei due terrari di arrivo. 
2. l’animale, in presenza dello stimolo odoroso, mostrava una evidente TCR, ovvero 
trail contact response (l’animale si blocca, abbassa la testa e mostra brevi, rapidi 
tongue-flicks diretti verso lo stimolo; Brown & MacLean, 1983): 
tramite questo comportamento, l’individuo testato dimostra all’osservatore di aver 
preso contatto con l’odore posizionato sul labirinto  e conseguentemente di aver 
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scelto una determinata direzione (un feromone) a seguito di un effettivo confronto 
fra gli stimoli.  
In altre parole, nei casi in cui gli animali non hanno manifestato tale risposta non 
abbiamo potuto considerare il test valido in quanto non era possibile affermare con 
certezza che, nella zona del giunto, fosse avvenuta effettivamente una scelta. 
Considerando necessaria la TCR abbiamo potuto escludere che l’animale avesse 
percorso un ramo rispetto all’altro in modo casuale. 
In caso contrario l’esperimento veniva considerato nullo e ripetuto nei giorni seguenti. 
Per ogni trial considerato valido venivano annotati: 
a) il tipo di trial a cui l’animale veniva sottoposto 
b) la data  
c) il numero identificativo dell’animale 
d) i feromoni  utilizzati come tracce odorose 
e) l’ora di inizio (che corrispondeva all’inserimento del ramo di partenza nel 
terrario contenente l’animale) 
f) l’ora in cui l’animale faceva il suo ingresso nel labirinto (che corrispondeva al 
momento in cui la testa dell’animale emergeva dal terrario nel ramo) 
g) l’avvenuta TCR 
h) il ramo scelto 
i) l’ora di fine esperimento (ovvero l’ora in cui l’animale inseriva la testa nel 
terrario di arrivo) 
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2.3 Analisi Statistiche  
 
2.3.1 Metodi statistici utilizzati per l’analisi dei trial 
comportamentali 
 
Come discusso nel paragrafo 2.2, le indagini riguardanti il trailing behaviour sono state 
condotte mediante l’utilizzo di un labirinto ad Y. A causa della natura dicotomica 
dell’esperimento, ci aspettiamo che i risultati, in assenza di significatività nella scelta di un 
ramo del labirinto da parte di un individuo, riproducano una distribuzione binomiale. 
Pertanto, evidenzieremo i risultati significativi del nostro esperimento rigettando le 
distribuzioni di dati che riproducano, con una probabilità maggiore del 5 %, tale 
distribuzione. Per fare questo è stato utilizzato un test binomiale a due code (l’esperimento 
può avere infatti due soli risultati in base a quale dei due rami del labirinto viene scelto 
dall’animale) mediante il software SPSS 12.0. 
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RISULTATI 
 
Il test di controllo, durante cui erano state posizionate strisce di carta da filtro 
passate unicamente in pentano e perciò prive di odore, è risultato seguire perfettamente 
una distribuzione binomiale: i maschi di Montecristo non mostrano infatti alcuna 
preferenza nei confronti di  un ramo rispetto all’altro (P = 1). 
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3.1 Trailing behaviour mediato da feromoni di individui 
appartenenti alla popolazione di Montecristo  
 
I risultati emersi da questo primo set di esperimenti hanno dimostrato il 
riconoscimento, da parte dei maschi di Montecristo, di feromoni di individui appartenenti 
alla propria popolazione e una netta preferenza verso feromoni femminili rispetto a 
feromoni maschili (entrambi appartenenti alla propria popolazione) 
In particolare,  
o nell’esperimento 1 a), 11 maschi su 12 hanno preferito seguire feromoni 
maschili; un solo individuo ha scelto il ramo su cui era posizionata la 
striscia priva di odore (controllo), (P = 0.006) 
o nell’esperimento 1 b), lo stesso numero di maschi ha preferito seguire 
feromoni femminili rispetto alle strisce di carta prive di odore ed un solo 
individuo ha scelto il ramo privo di odore (controllo), (P = 0.006) 
o nell’esperimento 1 c), quando testati simultaneamente rispetto a 
feromoni maschili e feromoni femminili, 10 maschi di Montecristo 
hanno preferito feromoni femminili; due maschi hanno seguito feromoni 
maschili (P = 0.0039) 
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3.2 Trailing behaviour mediato da feromoni di individui 
appartenenti alla  popolazione continentale 
 
I maschi di Montecristo, come dimostrato dai seguenti esperimenti, hanno 
manifestato il trailing behaviour  rispetto a feromoni di individui appartenenti alla 
popolazione continentale e una preferenza a seguire tali odori rispetto a  strisce di carta 
prive di odore. Dai risultati, non è emersa però alcuna preferenza da parte degli animali 
testati nei confronti di odori femminili quando presentati simultaneamente ad odori 
maschili entrambi appartenenti alla popolazione continentale. 
 In particolare, 
o nell’esperimento 2 a), tutti i maschi testati hanno mostrato una preferenza nei 
confronti di feromoni femminili quando presentati simultaneamente al controllo 
(P < 0.001) 
o nell’esperimento 2 b), 11 maschi su 12 hanno preferito seguire tracce di 
feromoni maschili; un solo individuo ha scelto il ramo dove era presente il 
controllo (P = 0.006) 
o nell’esperimento 2 c), non sono stati ottenuti risultati significativi: nove maschi 
su 12 hanno preferito seguire feromoni femminili rispetto a quelli maschili, al 
contrario, tre maschi hanno scelto feromoni maschili (P = 0,146)  
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Sebbene non significativo, questo test ha mostrato una forte tendenza alla 
significatività, infatti ben nove animale sui 12 testati hanno seguito trace femminili. Questo 
test riflette una proporzione numerica paragonabile a quella ottenuta per l’esperimento 1c) 
(Yates Chi-square = 0, P = 1). 
 
3.3 Capacità di discriminazione fra feromoni di individui 
appartenenti alla popolazione di Montecristo e feromoni di 
individui appartenenti alla popolazione continentale  
 
Non abbiamo ottenuto risultati significativi per quanto riguarda questo ultimo 
gruppo di esperimenti. I maschi di Montecristo non hanno mostrato alcuna preferenza nei 
confronti di feromoni di individui appartenenti alla propria popolazione rispetto a feromoni 
appartenenti alla popolazione continentale. 
In particolare, 
o nell’esperimento 3 a), otto maschi su 12 hanno scelto di seguire 
feromoni di femmine appartenenti alla propria popolazione mentre gli 
altri quattro hanno preferito feromoni di maschi appartenenti alla 
popolazione sconosciuta (P = 0.388) 
o nell’esperimento 3 b), cinque maschi su 12 hanno scelto di seguire 
feromoni di maschi appartenenti alla propria popolazione mentre gli altri 
sette hanno preferito feomoni di femmine appartenenti alla popolazione 
sconosciuta (P = 0,193) 
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DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 
 
4.1  Esperimenti intra-popolazione 
 
Hierophis viridiflavus ha manifestato una chiara capacità di seguire tracce di conspecifici 
quando presentate simultaneamente ad un controllo, dimostrando l’utilizzo di segnali 
chimici nell’individuazione dei conspecifici. Ciò potrebbe rappresentare un adattamento 
che permetterebbe ai maschi di localizzare potenziali partner durante la stagione 
riproduttiva in condizioni in cui stimoli di tipo uditivo e visivo sono difficili da ricevere 
(Ford, 1986).  
All’interno di queste considerazioni è interessante che i maschi di Montecristo abbiano 
risposto in modo significativo anche quando testati rispetto ad odori appartenenti ad 
esemplari del loro stesso sesso. Seppur in letteratura siano presenti poche ricerche in cui 
sono stati utilizzati odori maschili in esperimenti sul trailing behaviour in stagione 
riproduttiva, studi su due specie di colubridi, Thamnophis sirtalis parietalis e Boiga irregularis 
(Green et al., 2001; Le Master et al., 2001; Le Master e Mason 2001) ci hanno permesso di 
fare alcune osservazioni rispetto ai nostri risultati.  
Green et al., (2001) hanno dimostrato l’abilità dei maschi di Boiga irregularis nel seguire 
feromoni maschili quando presentati simultaneamente ad un controllo; diversamente, 
individui di Thamnophis non hanno manifestato tale capacità sia quando testati in labirinti 
sperimentali (Le Master e Mason, 2001) che quando osservati in natura (Le Master et al., 
2001).  
Per un’interpretazione adattativa di questi risultati, i ricercatori hanno considerato il 
comportamento espresso durante la stagione riproduttiva ed hanno ipotizzato che individui 
in cui sono presenti combattimenti ritualizzati, è il caso del Boiga, riconoscano feromoni 
maschili in modo da accedere indirettamente alle femmine. Questo rappresenterebbe una 
strategia alternativa per localizzare un potenziale partner anche quando non fossero 
presenti feromoni femminili sul substrato: localizzato il rivale ed in presenza di una femmina 
(Andrén, 1986; Schuett, 1997), il maschio potrebbe combattere ed ottenere, in caso di 
sconfitta dell’altro, una possibilità di accoppiamento. Ciò è stato riscontrato anche in altre 
specie (Shine et al., 1981; Madsen et al.,1993; Green et al., 2001), per esempio nei maschi 
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di Vipera berus è stata descritta la capacità di seguire tracce di conspecifici di entrambi i 
sessi (Andrén, 1986): il maschio mostra infatti due comportamenti differenti a seconda del 
sesso cui rivolge il tongue flicking, corteggiamento o combattimento. In quest’ultimo caso la 
vittoria permette l’accesso alla femmina stabilendo un territorio temporaneo che viene 
difeso, impedendo l’accesso di altri individui (Andrén, 1986). Ad avvalorare tali ipotesi si 
aggiunge il fatto che maschi appartenenti a specie che non esprimono combattimenti 
ritualizzati in stagione riproduttiva, vedi Thamnophis, non compiono trailing behaviour nei 
confronti di feromoni appartenenti ad individui dello stesso sesso (Le Master et al., 2001). 
Il motivo per cui i maschi seguano altri maschi è comunque ancora materia di discussione 
anche se i nostri risultati sul Biacco maggiore hanno dato conferma all’ipotesi che i 
combattimenti ritualizzati rappresentino una possibile chiave per l’interpretazione. Questo 
comportamento è stato infatti osservato all’interno della specie durante la stagione 
riproduttiva (Bonnet e Naulleau, 1996; Capula et al., 1997). Da quanto appena discusso ci 
si aspetta che, nell’ottica di individuare un partner sessuale nell’ambiente, un maschio, di 
fronte ad una scelta fra feromoni femminili e maschili, si diriga verso i primi in modo da 
evitare interazioni agonistiche con altri maschi diminuendo il rischio di insuccesso. Questo 
è ampiamente convalidato dai nostri dati: maschi di Montecristo seguono strisce di carta 
contenenti feromoni femminili (appartenenti ad individui della stessa popolazione) in modo 
significativamente maggiore rispetto a quelle contenenti feromoni maschili. In questo tipo 
di esperimento la scelta nei confronti degli odori femminili avrebbe potuto portare ad 
un’ulteriore interprezione, ovvero poteva essere spiegata come una risposta di evitamento 
davanti ad odori maschili; questo è stato escluso grazie ai risultati ottenuti negli esperimenti 
in cui abbiamo testato i maschi di Montecristo di fronte ad un odore maschile presentato 
simultaneamente ad un controllo, ottenendo infatti (come già spiegato) una risposta 
significativa nei confronti degli odori. 
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4.2 Esperimenti inter-popolazione 
 
4.2.1 Trailing behaviour mediato da feromoni di individui 
appartenenti alla  popolazione continentale 
 
Scopo centrale del nostro studio è stato quello di verificare come l’appartenenza a 
popolazioni distinte potesse aver avuto conseguenze sulla capacità di riconoscimento fra 
individui. L’isola di Montecristo è da sempre isolata dal continente (Bossio et al., 2000); 
abbiamo quindi ipotizzato che il lungo isolamento geografico cui la popolazione di Biacchi 
di Montecristo è andata incontro, avrebbe potuto determinare lo svilupparsi di sistemi 
chimici differenti da quelli di individui continentali, con il conseguente isolamento 
sessuale.  
Risultati significativi sono stati ottenuti quando abbiamo testato i maschi di Montecristo 
rispetto a feromoni di individui di entrambi i sessi appartenenti alla popolazione 
continentale, quando presentati simultaneamente ad un controllo. Da questi dati si può 
dedurre che gli animali di Montecristo percepiscano i feromoni di individui continentali; il 
fatto che manifestino un chiaro comportamento di trailing  fa inoltre pensare che essi 
rivestano un qualche significato biologico che viene recepito dagli individui. 
Ovviamente, non possiamo escludere che gli animali avrebbero ugualmente potuto 
manifestare interesse nei confronti di un qualsiasi altro odore che avremmo potuto inserire 
nel labirinto insieme ad un controllo ma ciò non invalida l’esperimento. 
Quando abbiamo voluto testare la capacità di scelta fra maschi e femmine continentali, 
abbiamo ottenuto invece un risultato non significativo. E’ altamente probabile che la 
mancata significatività di questo risultato sia causata dal basso numero di individui scelti 
come campione. E’ infatti vero che l’esperimento si discosta dalla significatività per il 
risultato di un solo animale: ci aspettiamo che aumentando le dimensioni campionarie i 
maschi di Montecristo siano in grado di discernere fra individui continentali di diverso 
sesso. Ciò è supportato fortemente dal risultato ottenuto con il test di Yates da cui risulta 
che la proporzione numerica ottenuta in questo caso (9 : 3) è paragonabile a quella 
ottenuta dall’esperimento 1c) (10 : 2). 
Questo tipo di spiegazione può risultare da due differenti condizioni: gli animali testati 
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scegliererebbero le femmine continentali perchè quest’ultime presentano una chimica dei 
feromoni uguale a quella delle femmine di Montecristo, oppure grazie alla capacità del 
maschio stesso di comprendere e ritenere ugualmente attraenti entrambi i differenti segnali.  
Alternativamente, si può pensare che differenze nella chimica dei feromoni che hanno 
portato ad un conseguente malfunzionamento nel sistema emettitore-ricevente: potremmo 
quindi interpretare una scelta inaspettata da parte del maschio come un “errore” (Mc 
Lennan e Ryan, 1977). In altre parole i maschi di Montecristo non distinguerebbero 
correttamente fra odori femminili e maschili di individui continentali e questo li porterebbe 
a effettuare una scelta fra due tracce ugualmente attraenti.  
Abbiamo quindi confrontato questo risultato con quello ottenuto nel primo gruppo di 
esperimenti: i maschi di Montecristo rispondono in modo fortemente significativo a 
feromoni di femmine di Montecristo quando presentati insieme a feromoni maschili. 
Questo potrebbe riflettere una differente composizione chimica fra feromoni di femmine 
continentali e quelli di Montecristo; i maschi di Montecristo potrebbero aver sviluppato un 
sistema di ricezione specifico verso le femmine della propria popolazione e la conseguente 
incapacità di comprendere segnali appartenenti a femmine sconosciute. 
Questo risultato rappresenta, a mio avviso, la chiave per la verifica delle nostre ipotesi, 
motivo per cui è in atto un’analisi gascromatografica dei feromoni (vedi appendice); questo 
tipo di studio ci permetterebbe di accertare possibili differenze nella composizione chimica 
degli odori e di escludere interpretazioni errate.  
 
4.2.2 Capacità di discriminazione fra feromoni di individui 
appartenenti alla popolazione di Montecristo e feromoni di individui 
appartenenti alla popolazione continentale 
 
I biacchi di Montecristo non hanno mostrato una preferenza tra feromoni continentali e  
insulari: sia quando testato davanti a coppie di odori maschili, sià di fronte ad una scelta fra 
odori femminili.  
A causa della mancanza di informazioni riguardo alla natura chimica dei feromoni 
dell’animale non possiamo, al momento, dare un’interpretazione certa di questo risultato. 
Sarebbe comunque  interessante capire se, a monte di questi dati, vi sia l’impossibilità di 
distinguere tra feromoni continentali ed insulari, oppure la capacità di comprendere 
  53 
entrambi i “linguaggi parlati” dalle due differenti popolazioni per cui l’animale riterrebbe 
parimenti importanti biologicamente tracce continentali e tracce insulari.  
Nel primo caso, questo tipo di spiegazione comporterebbe la mancanza di differenze a 
livello chimico fra feromoni insulari e feromoni continentali: i maschi di Montecristo 
seguirebbero indistintamente feromoni insulari e continentali e ipotizziamo che, in natura, 
non farebbero distinzione nel corteggiare femmine della propria o dell’altra popolazione.  
Ciò porterebbe  ad ipotizzare un isolamento sessuale dovuto strettamente all’isolamento 
geografico cui la popolazione di Montecristo è andata incontro.  
Nel secondo caso supponiamo che esistano differenze ma che l’animale non sia in grado di 
distinguerle: l’individuo testato sceglierebbe indistitamente individui continentali e insulari 
perchè ugualmente attraenti.  
 
Questi risultati sono stati considerati per l’interpretazione dell’esperimento 2c) in cui 
abbiamo testato i maschi di Montecristo nei confronti di feromoni continentali (femmina 
continentale vs meschio continentale). Come visto in precedenza questo esperimento ha 
dato un isultato non significativo che ha portato ad una duplice interpretazione (vedi par 
4.2.1). 
Se decidiamo di accettare l’ipotesi del primo caso, in cui feromoni continentali e insulari 
risulterebbero chimicamente uguali,  dovremmo spiegare l’esperimento 2c) come un errore 
di campionamento. 
Se, al contrario, decidamo di seguire l’ipotesi del secondo caso, in cui  i feromoni 
continentali ed insulari risultano chimicamente diversi, si può supporre che i maschi di 
Montecristo ritengano entrambe le tracce ugalmente attraenti. Ciò è supportato dal fatto 
che gli animali testati hanno risposto significativamente davanti alle scelte fra feromone e 
controllo (esperimenti 1a; 1b; 2a; 2b). Questo tipo di spiegazione non può però fornire 
ulteriori informazioni per l’ interpretazione  del risultato dell’esperimento 2c) in quanto 
possiamo accettare entrambe le ipotesi proposte a tal riguardo.  
 Si può infatti ritenere ugualmente che: 
1. ci sia stato un errore di campionamento, e quindi la mancata significatività degli 
esperimenti 3a) e 3b) sarebbe dovuta al fatto che l’animale comprendendo 
entrambi i segnali non fa differenze nel seguire l’uno o l’altro odore 
2. non ci sia stato alcun errore di campionamento e che la mancata significatività 
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degli esperimenti 3a) e 3b) sia causata da confusione interna all’animale. In altre 
parole, l’animale, non sapendo distinguere fra maschi e femmine continentali, 
confonderebbe i due odori anche quando presentati negli esperimenti del gruppo 3. 
Ciò spiegherebbe il risultato non significativo che abbiamo ottenuto. In questo 
contesto l’animale mostrerebbe comunque un comportamento di trailing verso gli 
odori inseriti nel labirinto ritenendoli biologicamente importanti.  
 
 
 
 
In conclusione, i nostri esperimenti hanno dimostrato la capacità nel Biacco maggiore 
di effettuare un trailing behaviour rispetto a feromoni appartenenti a individui di entrambe le 
popolazioni ed entrambi i sessi. 
Esperimenti 3a) e 3b) 
(Fsp/Fc); (Msp/Mc) 
NON DISTINGUE 
FRA FEROMONI 
CONTINENTALI E 
INSULARI 
 DISTINGUE FRA FEROMONI 
CONTINENTALI E INSULARI 
PERCEPENDO ENTRAMBI COME 
BIOLOGICAMENTE IMPORTANTI 
L’Hp 
DELL’ERRORE DI 
CAMPIONAMENTO 
FEROMONI CONTINENTALI  
= 
FEROMONI INSULARI 
FEROMONI CONTINENTALI  
≠ 
FEROMONI INSULARI 
IN ACCORDO CON L’Hp 
DELL’ERRORE DI 
CAMPIONAMENTO 
IN ACCORDO CON IL 
RISULTATO OTTENUTO 
DALL’ESPERIMENTO 2c) 
Comprende bene entrambi i 
linguaggi 
Non comprende bene i due 
linguaggi e va in confusione, 
comunque li percepisce 
come biologicamente 
attraenti 
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Non siamo ancora in grado di affermare se si siano sviluppate differenze nella 
comunicazione chimica di tale specie fra individui di popolazioni separate eppure, a nostro 
parere, ci sono segnali che potrebbero orientarci in tale direzione. 
E’ infatti vero che dai risultati ottenuti siamo spinti a pensare che l’esperimento 2c) sia 
stato condizionato dalle dimensioni del campione e che quindi i maschi di Montecristo 
preferiscano sempre seguire tracce femminili piuttosto che maschili. Detto questo riteniamo 
altamente probabile che la popolazione insulare distingua fra odori di diverso sesso e che 
segua indistintamente tracce di femmine appartenenti alla stessa popolazione o alla 
popolazione  continentale. Questo avrebbe due differenti spiegazioni: la presenza di un 
sistema emettitore-ricevente non differenziato nelle popolazioni oppure la capacità di 
comprendere due linguaggi differenti. In quest’ultimo caso, gli animali insulari 
sembrerebbero non preferire selettivamente segnali riproduttivi  appartenenti alla propria 
popolazione, comportamento già riscontrato in altri taxa  (ad es. Anfibi, Palmer e Houck, 
2005; Rettili, Le Master e Mason 2003) 
 
Ulteriori ricerche sull’ecologia chimica della specie esaminata fornirebbero uno strumento 
indispensabile all’interpretazione dei nostri dati. Attendiamo inoltre i risultati dell’analisi 
gascromatografica (vedi appendice), cui probabilmente seguirà una spettrometria di massa, 
al fine di rafforzare i risultati dei test comportamentali. Sarebbe infine opportuno effettuare 
successivi esperimenti per completare il quadro della nostra ricerca:  in particolare sarebbe 
interessante testare la risposta dei maschi di Montecristo in stagione non riproduttiva e 
realizzare esperimenti simmetrici per verificare il comportamento degli individui 
continentali. 
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APPENDICE 
 
 
A1 Gascromatografia 
 
La gascromatografia, solitamente accoppiata alla tecnica della spettrometria di massa, 
rappresenta una tecnica che permette di analizzare ed identificare composti volatili presenti 
in miscele: il gascromatografo funziona da separatore della miscela da analizzare, lo 
spettrometro da rilevatore. 
Il termine cromatografia, secondo la definizione IUPAC indica il "Metodo usato 
primariamente per la separazione dei componenti di una miscela che vengono distribuiti tra 
due fasi, una stazionaria e l'altra mobile. La prima può essere un solido, o un liquido 
supportato su di un solido, o un gel, può essere inoltre impacchettata in una colonna, 
sparsa come uno strato, o distribuita come un film. Il cosiddetto "letto cromatografico" è 
una terminologia generale utilizzata per denotare una qualsiasi delle varie forme in cui 
possiamo trovare la fase stazionaria.” 
Il principio su cui si basa la suddetta tecnica è la migrazione differenziata delle sostanze da 
separare attraverso l’utilizzo di due fasi tra loro immiscibili, in altre parole la diversa velocità 
con cui i differenti componenti di una miscela migrano in una fase stazionaria sotto 
l’influenza di una fase mobile che trascina i soluti lungo il sistema cromatografico.  
Nella gascromatografia la fase mobile è rappresentata da un gas, la fase stazionaria, invece, 
può essere costituita da un adsorbente solido o da un liquido trattenuto da un supporto 
inerte che è posto in un tubo di lunghezza e diametro variabili (colonna gascromatografica) 
tramite cui fluisce la fase mobile. 
Per eseguire l’analisi, si regolano il flusso del gas di trasporto e la temperatura della camera 
termostatica con valori scelti in base alle caratteristiche del campione introdotto, 
mantenuto a temperatura elevata per mantenere i composti della miscela in fase gassosa. 
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I componenti percorrono la colonna in tempi differenti, dipendenti dal diverso tipo 
d’interazione con la fase stazionaria, e vengono così eluiti ad intervalli diversi dall’iniezione 
(tempo di ritenzione). In questo modo i componenti raggiungono il rilevatore che fornisce 
un segnale elettrico proporzionale alla quantità di ciascun composto presente nel campione 
iniettato; i segnali, usualmente molto deboli, vengono amplificati ed inviati al registratore. 
Si ottiene così il gascromatogramma, costituito da una serie di picchi di forma gaussiana, 
ciascuno corrispondente ad un componente della miscela cui può essere calcolata la 
concentrazione. 
 
 
Fig. 25: esempio schematico che rappresenta come componenti della miscela iniettata nel 
gascromatografo, eluiti ad intervalli diversi dall’iniezione, vengono convertiti in segnali elettrici 
proporzionali alla quantità di ciascun composto e inviati al registratore. (M, fase mobile; A, B, C, 
composti presenti nel campione iniettato; (tR)A, (tR)B, (tR)C, tempi di ritenzione dei diversi composti) 
Fig. 24: funzionamento del gascromatografo 
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A.1.1 Preparazione dei campioni e loro inserimento all’interno del 
gascromatografo 
 
Al momento della cattura degli animali, sono stati prelevati in situ, in aggiunta alle strisce 
contenenti i feromoni cutanei (vedi cap. 2.2.2) utili allo studio comportamentale, anche i 
campioni odorosi che sarebbero stati utilizzati nell’analisi gascromatografica. Questi 
consistevano in tamponi di cotone idrofilo sterile, del diametro di circa 3 mm, che 
venivano strofinati sulla superficie dorso laterale di ogni animale tramite pinzette (passate 
in pentano) e successivamente inseriti in carta stagnola all’interno di provette sigillate. Su 
ogni provetta veniva annotato ogni dettaglio riguardante l’animale di provenienza; i 
campioni così prelevati venivano mantenuti in freezer ad una t di -20°C fino all’utilizzo.  
Per  poter  procedere con l’analisi gascromatografica, ogni campione, prelevato dalla 
provetta:  
1. veniva inserito in un vial (passato in pentano) all’interno del quale erano aggiunti 
300 µl di pentano, utili all’estrazione dell’odore dal cotone, tramite una pipetta; 
2. veniva posizionato all’interno della vasca ad ultrasuoni in modo da mescolare i 
diversi composti;  
3. veniva prelevato dal vial e trasferito all’interno di un inserto conico (la cui struttura 
ci avrebbe permesso di concentrare tutta soluzione sul fondo) che  veniva  a sua 
volta inserito nel vial ormai privo di campione; 
4. veniva  posto al sole fino a completa evaporazione. 
Una volta completata l’evaporazione, il campione è stato ripreso iniettando 10 µl di 
pentano nell’inserto conico (tramite una microsiringa da 10 µl) e, successivamente, inserito 
nuovamente nella vasca ad ultrasuoni per qualche minuto.  
Infine abbiamo prelevato 2,5 µl di campione e lo abbiamo iniettato nel gascromatografo 
con la microsiringa. 
 
A.1.2 Condizioni gascromatografiche 
 
I feromoni, appartenenti a tutti i 38 animali catturati, sono stati analizzati con un 
gascromatografo modello VARIAN 3900; abbiamo utilizzato idrogeno (12 psi) come gas di 
trasporto ed una colonna capillare in silica con ricoprimento 5% difenil-95% dimetill 
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polisiloxano, di dimensioni 30 m x 0.5 mm x 0.5 µm, per la separazione dei componenti 
delle miscele. Le temperature dell’iniettore e del rivelatore (FID – Flame Ionization 
Detector) erano rispettivamente di 280 e 300 °C. 
La temperatura di lavoro è stata raggiunta attraverso due step: nel primo la temperatura è 
stata portata da 70 a 150 °C con una velocità di 30 °C al minuto e mantenuta costante per 
5 min, nel secondo è stata portata da 150 a 310 °C con una velocità di 5 °C al minuto e 
mantenuta costante per 11, 3 minuti. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 26: Protocollo di temperatura del gascromatografo 
 
A.1.3 Confronto dei campioni 
 
Ogni corsa cromatografica, ha avuto una durata di 50,97 minuti ed ha fornito uno specifico 
cromatogramma (vedi cap 2.3). Per analizzare le differenze a livello sessuale e popolazionale 
dei feromoni sessuali espressi a livello dermico, abbiamo ritenuto necessario effettuare un 
confronto fra i diversi cromatogrammi ottenuti. Questo metodo ci permette infatti di 
osservare se esistano somiglianze/differenze fra i componenti molecolari che costituiscono i 
feromoni dei diversi individui e quindi se i risultati ottenuti dai test comportamentali 
vengano o meno confermati dalla chimica dei composti appartenenti agli individui studiati.  
Ciò è stato effettuato convertendo i dati grezzi, acquisiti con il software Star 
Chromatography Work Station (versione 6.30), in un file ASCII da cui venivano 
selezionati unicamente i tempi di ritenzione e le aree dei picchi rappresentanti ogni 
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composto (o insieme di composti) facente parte dell’intera miscela (odore); questi dati sono 
stati infine importati in un foglio di EXCEL.  
Poiché composti che posseggono lo stesso tempo di ritenzione rappresentano la stessa 
sostanza (interagiscono allo stesso modo con la fase stazionaria e vengono eluiti nello stesso 
intervallo dall’iniezione), abbiamo voluto ottenere una tabella di EXCEL in cui le aree dei 
diversi picchi dei 38 animali, fossero allineate rispetto al tempo di ritenzione: questo è stato 
possibile tramite l’osservazione simultanea di più cromatogrammi.  
 
 
   
 
Fig. 27: cromatogramma ottenuto iniettando il campione odoroso appartenente al maschio continentale 
n°11. Sulle ascisse è riportato il tempo di eluizione, nelle ordinate il segnale giunto al rilevatore espresso 
in minuti. Ogni picco rappresenta un composto facente parte dell’intera miscela. 
 
 
Inizialmente sono stati considerati, e quindi ordinati, unicamente quei picchi con area 
maggiore di 2500 mVolt e, soltanto in seguito, l’intero foglio è stato integrato considerando 
anche i picchi di area maggiore di 1000 mVolt. Completata l’analisi degli odori prelevati 
dagli individui, abbiamo effettuato un’analisi di 10 differenti tamponi di cotone sterile (su 
cui è stata in seguito eseguita una media): questa procedura avrebbe consentito la 
successiva eliminazione del possibile rumore di fondo rappresentato dai residui di odore sul 
cotone stesso e quindi una maggior precisione nel corso dell’analisi statistica. La 
preparazione dei campioni ed il loro inserimento all’interno del gascromatografo, hanno 
seguito lo stesso procedimento utilizzato per i campioni odorosi (vedi paragrafo 2.2.2) ed 
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allo stesso modo abbiamo confrontato i cromatogrammi fra loro e con tutti i 38 odori 
appartenenti agli animali precedentemente ordinati come descritto.  
Al termine di questo lavoro, tutti i componenti che sono stati eluiti con uguale velocità dal 
gascromatografo, sono risultati allineati all’interno della tabella (vedi tab. 1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tab. 1: sezione della tabella finale in cui abbiamo allineato ogni composto 
appartenente ai 38 campioni in base alla velocità di eluizione. 
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4,092 1415 4,1 1588     
4,17 3960 4,18 1180 4,167 5560 4,176 1382 
4,194 3960 4,218 2670     
      
 
 
      
 
 
    4,41 3606 4,411 1644 
  4,421 1201 4,492 2096   
4,514 3548 4,502 1786 4,511 2430   
4,634 7492 4,644 3422 4,63 3738 4,635 1224 
      
 
 
      
 
 
5,209 21241 5,239 48128 5,207 16482 5,206 1276 
5,431 116772 5,442 24616 5,425 52300 5,433 14883 
    5,466 26150   
5,725 6629 5,735 6331 5,72 4833 5,735 1221 
